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Eine einfache Methode zur Darstellung von Kreatin aus 
Fleischextrakt. 
Von 
{ H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1920.) 





—— Ae 


Die Methoden, nach denen man aus Organextrakten, ; 
speziell aus Muskelextrakten, Kreatin gewinnt, griinden sich , ay 
fast durchweg auf die von Liebig') und Stadeler”) gegebenen Or 
Vorschriften. Man erzeugt in dem Wasserextrakt des _ be- be 
treffenden Organs zunichst einen Niederschlag, z. B. mit Baryt- - ; 
wasser nach Liebig oder mit Bleiacetat nach Stadeler, um | le 
eiweifartige Koérper und anorganische Siéuren zu entfernen, 
, dann wird filtriert und aus dem Filtrat das Fallungsmittel tee?! 

méglichst entfernt (durch Kohlensiure, resp. Schwefelwasser- ee 
stoff). Nach erneuter Filtration mu die Fliissigkeit konzen- pee: 
triert werden, die mittlerweile durch die verschiedenen Zu- ay 
siitze und das Auswaschen der Niederschlige ein grobes | oe 
Volumen angenommen hat, und nach dem Kinengen kristallisiert oe 
dann nach mehrtaégigem resp. mehrwéchentlichem Stehen das BS 
Kreatin aus, das meist von anhaftendem Farbstoff und Ver- 
unreinigungen noch durch Kochen mit Tierkohle befreit wer- 
den muf. ee 
Auf folgende einfache Weise vermeidet man die vor- Be 
bereitenden reinigenden Fallungen und Filtrationen, man erhilt ‘a 
durch eine einzige Operation sofort eine Kristallisation, die | Se i 


') Ann. der Chem. Bd. 62, S. 257. : 
*) Ann der Chem. Bd. 116, 8.102. Journ. f. prakt. Chem. Bd. 76, ee . 
8. 58. ait 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 5 ( 
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nach einmaligem Umkristallisieren aus heifiem Wasser ohne 
Zusatz von Tierkohle schneeweifbes analysenreines Kreatin 
liefert: 

1 kg Liebigsches Fleischextrakt wird im Rundkolben am 
Riickflufkiihler mit etwa 2 1 absolutem Alkohol im Wasserbad 
extrahiert, der Alkohol farbt sich dabei rotbraun und am 
Kolbenboden setzt sich eine zihe sirupése Masse ab. Hat 
man den Alkohol eine Zeitlang im Sieden gehalten, so giebt 
man ihn ab — eine Filtration ist kaum nétig, weil das Un- 
lésliche sich sofort zu Boden setzt. Man wiederholt die Ex- 
traktion noch zweimal mit je etwa 21 absolutem Alkohol. Der 
unlésliche Teil wird hierbei hart und sandig und der Alkohol 
nimmt zum SchluB nur mehr eine gelbliche Farbe an. Von 
den vereinigten alkoholischen Ausziigen wird der gréfte Teil 
des Alkohols abdestilliert, und aus dem zuriickbleibenden diinnen 
Sirup kristallisiert nach einigem Stehen das Kreatin in grofen 
Mengen aus. Einmal aus Wasser ohne Zusatz von Tierkohle 
umkristallisiert, erhalt man ein weifes glanzendes Kristall- 
pulver, das sofort die fiir Kreatin verlangten Werte gibt. 

0,1433 g (bei 100—110° getrocknet) — 32,9 ccm n/10 H,SO, 

= 32,169, N ‘Kjeldahl). 

0,1425 g (bei 100—110° getrocknet) — 32,7 ccm n/10 H,SO, 

= 32,15°/, N (Kjeldahl). 
Berechnet fiir Kreatin C,H,O,N, : 32,08°/, N. 

Die Ausbeute aus 1 kg Extrakt betrigt 25—30 g luft- 
trockenes Kreatin. In den Mutterlaugen sind noch geringe 
Mengen vorhanden, die Verarbeitung auf Kreatin lohnt sich 
aber nicht. Ferner geben die vom zuerst auskristallisierten 
Kreatin getrennten Sirupe noch starke Kreatininreaktionen. 

Das Material fiir die Untersuchung war schon vor dem 
Kriege aus Mitteln der Grafin-Bose-Stiftung beschafft. Dem 
Kuratorium der Stiftung sage ich fiir die Bewilligung der 
Unterstiitzung meinen besten Dank. 








Theorie der Narkose durch Inhalationsanisthetika. 
Von 
Kurt H. Meyer und Hans Gottlieh-Billroth. 
Mit 4 Figuren. 





Aus dem chemischen Laboratorium der Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,Fiirst-Liechtenstein-Spende‘. 
(Der Redaktion zugegangen am 29, November 1920.) 





Nach der von Hans Horst Meyer’) und bald darauf 
unabhingig auch von Overton?) aufgestellten Theorie der 
Narkose' ist die Narkose eine Folge derjenigen Verinderung 
des normalen Zustandes der Zelle, die durch die Auflésung der 
indifferenten Narkotika in den Zell-Lipoiden hervorgebracht 
wird. Diese Theorie, die sog. ,Lipoidtheorie der Narkose“, 
wurde von H. Meyer in folgenden Satzen zusammengefaBt: 

1. Alle chemisch zuniachst indifferenten Stoffe, die fiir 
Fett und fettihnliche Stoffe léslich sind, miissen auf lebendes 
Protoplasma, sofern sie darin sich verbreiten kénnen, narkotisch 
wirken. 

2. Die Wirkung wird an denjenigen Zellen am ersten und 
stiirksten hervortreten miissen, in deren chemischem Bau jene 
fettahnlichen Stoffe vorwalten und wohl besonders wesentliche 
Traiger der Zellfunktionen sind: in erster Linie also an den 
Nervenzellen. 

3. Die verhaltnismaifige Wirkungsstirke solcher Narkotika 
muf} abhiingig sein von ihrer mechanischen Affinitét zu fett- 
ibnlichen Substanzen einerseits, zu den iibrigen Kérperbestand- 
teilen, d. i. hauptsichlich Wasser, anderseits, mithin von dem 


") A. exp. Path. u. Ph. Bd. 42, 8. 109 (1899). 
*) Studien iiber die Narkose, Jena 1901. 
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Teilungskoeffizienten, der ihre Verteilung in einem Gemisch 
von Wasser und fettaéhnlichen Substanzen bestimmt. 

Sowohl H. Meyer wie Overton priiften die in dem 
letzten Satz enthaltene quantitative Beziehung an Wassertieren 
(Kaulquappen). Sie bestimmten bei den verschiedenartigsten 
Stoffen einerseits die narkotisch wirksamen Konzentrationen, 
anderseits die Teilungskoeffizienten zwischen Olivenél, das als 


Lipoid gewihlt wurde, und Wasser. Narkotische Wirkungs- 


stirken — ausgedriickt durch die reziproken Werte der Grenz- 


konzentrationen — und Teilungskoeffizienten — verliefen 


symbat. 

Lat man nun Narkotika nicht in wiGriger Lésung, son- 
dern als gasférmige Inhalationsanisthetika einwirken, so ist 
zwar innerhalb des Organismus eine Verteilung nach Mafigabe 
des Teilungskoeffizienten zu erwarten; aber in die nach Meyer 
und Overton zu erwartende Beziehung zwischen Wirkungs- 
stiirke und Lipoidlislichkeit geht der Teilungskoeffizient 1’? 


‘. Wasser 
nicht ein, wie folgende Uberlegung zeigt. 


Nach Paul Bert’) ist zur Erzielung und Aufrechterhaltung 
der Narkose fiir jedes Anasthetikum ein bestimmter Bruchteil 
(Volumteil) der Einatmungsluft an Narkotikum (bei 760 mm) 
erforderlich. Die , Wirkungsstirke* wird man daher folge- 
richtig als den reziproken Wert dieses Bruchteils definieren. 
Die bei der Narkose in den Lipoiden geléste Menge Narkotikum, 
auf die es nach der Lipoidtheorie ankommen muf}, hangt nun ab 
von dem Léslichkeitskoeffizienten des Gases im Lipoid’), 
Es ist hierbei, wie besonders Overton betont hat, gleich- 
giiltig, auf welchem Wege die bei der narkotischen Grenz- 
konzentration schlieBlich eintretende Gleichgewichtsverteilung 
des Narkotikums zwischen Gasraum und Lipoid erreicht wird: 
ob direkt oder durch Vermittlung von Plasma. Wenn natiir- 





1) C. R. Bd. 93, S. 768 (1881). 
2) L = Léslichkeitskoeffizient (Nernst) = Lislichkeit nach Ostwald 
— Anzahl Volume Gas, die ein Volumteil eines fliissigen Absorbens auf- 
Absorbens 


nimmt. Gleichbedeutend mit Teilungskoeffizient tia ; 
asraum 
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lich auch das Plasma ein gewisses Minimum an Lésungsver- 
mogen fiir das Anasthetikum besitzen mufs, um keine Scheide- 
wand zwischen Lipoid und Gasraum zu bilden, so ist doch die 
Gréfe dieses Lésungsvermégens fiir die Lage des Gleichgewichts 
ae gleichgiiltig. 

Hiernach ist also, falls die Lipoidtheorie richtig ist, ein 
enger Zusammenhang zwischen Wirkungsstarke und Lés- 
lichkeitskoeffizienten im Lipoid bei gasférmigen Narko- 
tizis zu erwarten; sie miissen bei verschiedenartigen Stoffen 
symbat verlaufen. 

Diese Folgerung der Lipoidtheorie haben wir im folgenden 
experimentell gepriift. | 


Auswahl der Narkotika. 


In manchen Arbeiten iiber Narkose werden vor allem 
homologe Stoffe der gleichen Reihe miteinander verglichen, 
deren Wirksamkeit, wie schon Richardson’) gefunden hat, 
mit der Zahl der Kohlenstoffatome gleichmiifig zunimmt. Nach 
unserer Meinung sind aber Versuche, die einen Parallelismus 
zwischen Wirkungsstirke und einer anderen Eigenschaft er- 
geben, gar nicht beweisend fiir einen ursichlichen Zusammen- 
hang beider, falls es sich im wesentlichen nur um Stoffe homo- 
loger Reihen handelt. Das Richardsonsche sog. ,Gesetz 
der homologen Reihen“ kann keine entscheidende 
Bedeutung fiir irgend eine Narkosetheorie haben. 
Denn alle physikalischen und chemischen Eigenschaften, wie 
Schmelzpunkt, Siedepunkt, Molekularvolumen, Verbrennungs- 
wirme, Loslichkeit, Teilungskoeffizienten, Oberfliichenaktivitat, 
Zaihigkeit, Adsorbierbarkeit, katalytische oder antikatalytische 
Wirkung (auch auf Enzyme), Dissoziationskonstante bei Saéuren, 
Verseifungsgeschwindigkeit bei Estern andern sich innerhalb 
homologer Reihen mit der Zunahme an Kohlenstoffatomen 
in gesetzmifigen Intervallen, so dafi man Zusammenhange 
zwischen narkotischer Wirkungsstirke und jeder dieser Eigen- 
schaften herauskonstruieren kann. Folgerungen iiber einen 


1) Medical Times and Gazette 1869, II, 703. 
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derartigen Zusammenhang sind u. KE. nur dann berechtigt, wenn 
Gleichsinnigkeit oder besser noch Proportionalitét bei Kérpern 
aus vielen verschiedenen Klassen besteht. 

Wir untersuchten daher indifferente gasférmige oder leicht 
verdampfbare Stoffe aus 9 verschiedenen Reihen: Stickoxydul, 
Dimethyl- und Diathylither, Amylen, Athylenoxyd, mehrere 
Acetale, Chlormethyl und Chlorithyl, Brommethyl] und Brom- 
athyl, Dichloraithylen, Chloroform. 


Methodik samt Fehlergrenzen und Ergebnisse. 


Wir stellten den Volumgehalt der Luft an Narkotikum 
fest (bezogen auf Luft von 760 mm Druck), bei dem Miiuse 
nach +/,—*%/, Stunden gerade in leichte Narkose verfallen. 
Sind sie dann nicht narkotisiert, so bleiben sie in der Regel 
auch weiterhin wach, sind sie gerade eben narkotisiert, so 
erwachen sie wieder bei einer kleinen Verminderung des Ge- 
haltes der Luft an Aniasthetikum. Dies zeigt, daf Gleich- 
gewicht in der Verteilung zwischen Gasraum und den Organen, 
deren Funktionen beobachtet werden, eingetreten ist. Ob 
dann noch langsam ein Strom von Narkotikum in abgelegene 
Organe, z. B. Fettpolster, flieSt, und ob infolgedessen der Ge- 
halt des arteriellen Blutes an Narkotikum noch lange etwas 
gréfer ist als der des vendésen, ist hierfiir gleichgiiltig. 

Die gerade noch wirksamen narkotischen Konzentrationen 
lassen sich bei méglichst gleichartigem Tiermaterial mit einer 
Genauigkeit von etwa + 20 °/, bestimmen. 

Wir bestimmten ferner die Léslichkeitskoeffizienten der 
vergasten Narkotika in vegetabilischem Ol (Olivendl oder 
Sesamdl). 

Es wire zweifellos das richtige, die Léslichkeitskoeffizienten 
in den Hirnlipoiden selbst zu bestimmen. Es ist aber nicht 
méglich, die Hirnlipoide frei von Wasser, Eiweif} usw. in dem 
gleichen physikalischen Zustande zu untersuchen, wie sie in 
dem Organismus vorhanden sind, nimlich im emulsoiden, den 
Fliissigkeiten nahestehenden. Das durch Zerreiben von Hirn 
mit trocknem Natriumsulfat, Extrahieren mit Chloroform und 
Trocknen im absoluten Vakuum gewonnene Lipoidgemenge ist 
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eine bréckelige, hochschmelzende Masse, die in einer ither- 
oder chloroformhaltigen Atmosphiire wochenlang langsam an 
Gewicht zunimmt. Daher waren wir auf die Anwendung 
eines fliissigen Fettes angewiesen. 

Nach unseren Beobachtungen am OI gilt bei gasférmigen 
und leichtsiedenden Stoffen das Henrysche Gesetz fiir niedrige 
Partialdrucke, wie sie fiir die Narkose in Betracht kommen. 
Bei héher siedenden Stoffen treten Abweichungen auf, indem 
der Léslichkeitskoeffizient mit zunehmendem Druck ansteigt. 
In der Zusammenstellung ist dann der Léslichkeitskoeffizient 
angegeben, der zu dem narkotisch wirksamen Partialdruck 
gehort. 

Die Resultate samt Fehlergrenzen sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 








C = narko- oe L= C Lip = 
Substanz oe ad ae : rile Nake in Li 
zentration 100 koeffizient poid in Mol. 

in Vol. %, a bei 37° pro Liter 
Stickoxydul 100 1 140 +0,1 | 0,06+0,01 
Dimethylather 12 +3 8,3 11,6 +0,1 | 0,06+0,01 
Chlormethyl 6,5 + 1,5 15,4 14,0 +1 0,04 + 0,01 
Athylenoxyd ...] 58+1,8 17,3 31 +4 0,07 + 0,03 
Chlorithyl .... 5,0 + 0,8 20 40,5 +1 0,08 + 0,02 

Brommethyl . . . |>2,3,ca.3—4 25—30} 382 +1,5 } ca. 0,04 

Amylen ..... 4,0+ 0,5 25 65 +6 0,10 + 0,03 
Diithylaither .. . 3,4 + 0,3 29 50 +4 0,07 + 0,01 
Methylal. .... 2,8 + 0,4 35 75 4 «4+6 0,08 + 0,02 
Bromathyl . 1,9+ 0,3 53 a 0,07 + 0,01 
Dimethylacetal 1,9+0,3 58 100 +10 | 0,06+0,02 
Diithylformal 1,0+0,2 100 120 +10 | 005+0,01 
1,2-Dichlorathylen .| 0,95 + 0,1 105 130 +10 | 0,05+0,01 
Chloroform. . . .] 0,44+0,04 228 eo 6C6UtT 0,05 + 0,01 
Mittel: 0,06 

















Man erkennt, da Wirkungsstirke und Léslichkeitskoeffi- 
zient nicht nur symbat, sondern annihernd proportional sind. 
Aus den Lislichkeitskoeffizienten kénnen wir nun die 
molekulare Konzentration der Narkotika in den fettaéhnlichen 
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Lipoiden des Hirns berechnen, die sich bei den narkotischen 
Grenzkonzentrationen einstellt und im Moment der Narkose 
herrscht. Ist C der Gehalt der Luft bei 760 mm an Nar- 
kotikum in Volumprozenten, L der Léslichkeitskoeffizient, 
R = 24 1 bei 20° die Gaskonstante, Cyip die Konzentration 
der Narkotika in Molen im Liter fettahnliches Lipoid, so er- 
gibt sich: 
1 C 


a 


Die Werte sind in der letzten Kolumne zusammengestellt: 
Cuip ist innerhalb der Fehlergrenzen konstant. 


Unsere Versuche ergeben somit folgendes: Chemisch 
indifferente Inhalationsanasthetika wirken auf Miuse 
dann narkotisch, wenn sie in solchen Konzentrationen 
eingeatmet werden, da sich in den fettahnlichen 
Hirnlipoiden ein Gehalt von 0,06 Molen pro Liter ein- 
stellt. 


Dieser fiir Lipoide mit ahnlichem Lésungsvermégen wie 
fliissiges Fett rein experimentell gewonnene Satz JaBt sich 
mit grofier Wahrscheinlichkeit auch auf die Hirnlipoide im 
ganzen ausdehnen. ‘Tatsiichlich hat namlich das Gesamtge- 
menge der Hirnlipoide im lebenden Hirn anni&hernd das gleiche 
Lésungsvermégen gegeniiber Narkotizis wie fliissiges Fett: im 
Moment der Narkose ist analytisch der gleiche Gehalt an 
Chloroform ermittelt worden, wie er sich auf Grund der Lis- 
lichkeitskoeffizienten in Ol berechnet. 


Fraulein Frison und M. Nicloux') haben namlich ge- 
funden, dafi} der Chloroformgehalt des Hirns narkotisierter 
Hunde ganz verschieden in der grauen und weifien Substanz 
ist, dafs aber das Verhiltnis des aufgenommenen Chloroforms 
zu der in diesen Substanzen enthaltenen Lipoidmenge kon- 
stant ist. Sie deuten dies dadurch, daf} das Chloroform fast 
nur von den Lipoiden aufgenommen wird, eine Annahme, der 
man beipflichten mu, da der Teilungskoeffizient des Chloro- 


1) C. R. d. la Soc. de Biologie Bd. 63, S. 220 (1907). 
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formes ie 70°) ist, und der Teilungskoeffizient sa 


Wasser Wasser 
ihnlich grof} sein diirfte, so daf sich beim Gleichgewicht fast 
alles Chloroform in den Lipoiden befinden muf. Der folgenden 
von Frison und Nicloux gegebenen Ubersicht figen wir 
in der letzten Kolumne die molaren Konzentrationen in den 
Lipoiden hinzu. 








CHC), ing Lipoidmenge CHCl, ing} CHCI, in 
Substanz prt aren auf 100 g Molen auf 
Gewebe |frischesGewebe| Lipoid | 11 Lipoid 
graue 0,039 8,6 0,45 0,04 
ane Xe weibe | 0,0656 15,2 0,43 0,04 
- {| graue 0,0385 8,2 0,47 0,04 
' > \1 weiBe 0,071 16,9 0,42 0,04 
graue 0,0375 8,7 0,43 0,04 
4 weibe 0,060 14,8 0,40 0,03 
1 | graue 0,038 8,4 0,45 0,04 
? weibe 0,060 14,6 0,41 0,03 

















Der analytisch gefundene Wert von 0,04 Molen pro Liter 
Lipoid stimmt befriedigend zu dem von uns beim Chloroform 
gefundenen Werte von 0,05 + 0,01. 


Verhalten der in Wasser sehr schwer léslichen 
Verbindungen. 


Da der Transport zu den Hirnlipoiden auf dem Wege der 
Blutbahn erfolgt, so wird sich bei schwer in Wasser léslichen 
Verbindungen das Gleichgewicht Lipoid-Gasphase sehr langsam 
einstellen. Wenn derartige Verbindungen nun noch vom Or- 
ganismus allmiéhlich verbrannt werden, so kann es gar nicht 
zur Kinstellung des wahren statischen Gleichgewichts kommen, 
sondern es stellt sich ein stationirer Zustand (dynamisches 
Gleichgewicht) ein derart, dab die Konzentration in der Gas- 
phase gréfer ist, als man auf Grund der Léslichkeitskoeffi- 
zienten annehmen sollte. In diesen Fallen wird man der At- 
mungsluft eine héhere Konzentration an Narkotikum erteilen 


1) Siehe S 
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miissen, um in den Lipoiden die Konzentration von 0,06 zu 
erreichen. Ein solcher Fall liegt sehr wahrscheinlich beim 
Amylen vor, das einen gréfseren Léslichkeitskoeffizienten als 
Athylither besitzt, aber etwas schwicher narkotisch wirkt. 


Der Kinfluf der Temperatur. 


Die meisten Inhalationsaniisthetika wirken bei niedriger 
Temperatur bekanntlich stirker als bei héherer. Insbeson- 
dere zeigte Overton’), daf} Kaulquappen bei 17° schon durch 
Luft von 0,07 g Ather im Liter, bei 30° erst von 0,15 g im 
Liter narkotisiert werden. Ferner zeigte Frey), dafi Mause 
die doppelte Volumkonzentration an Chlorithyl zur Narkose 
brauchen als Kaulquappen bei 17°. Diese Erscheinung erklart 
sich nach unserer Meinung durch das Ansteigen des Lislich- 


keitskoeffizienten bei fallender Temperatur. Wir haben die Liés-: 


lichkeitskoeffizienten einiger Narkotika in Ol bei 17° bestimmt 
und stellen die Werte fiir L 17° und L 37° sowie die Quo- 








lenten L 37° zusammen: 
| | waive 
0 2970 Ses has 
L 17 L 37 1, 37° 
Stickoxydul °) 1,5) 1,4 1,1 
Dimethylither 18 11,6 1,6 
Chlormethy] 23 14,0 1,6 
Chlorithy] 72 40,5 1,8 
Diithylither 110 50,2 2,2 
Chloroform 470 267 1,7 














Hiernach ist auf Grund der Lipoidtheorie zu erwarten, 
daf} bei 17° das Stickoxydul nur wenig stirker, die anderen 
1'/,—2 mal so stark narkotisch wirken wie bei 37°. 


Die Bedeutung der Adsorption. 


Wiahrend méglicherweise hochmolekulare Narkotika teil- 
weise an den Grenzflichen innerhalb der Zellen angereichert, 


1) Loc. cit. S. 89 und 90. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 29 (1912); vgl. auch Wittgenstein 
A. exp. P. u. Ph. Bd. 88, S. 236 (1918). 

5) De Saussure, zitiert nach Overton S. 159. 
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,adsorbiert‘ werden, ist dies fiir die leicht fliichtigen Inhala- 
tionsanisthetika nicht wahrscheinlich. Wir wissen z. B. vom 
Stickoxydul'), daf} es von den stark adsorbierenden kolloiden 
Suspensionen und Lésungen von Hisenhydroxyd, Starke, Dex- 
trin, Gelatine, Glykogen und Kier- oder Serumalbumin gar 
nicht adsorbiert wird; ferner zeigte uns ein vorlaufiger Ver- 
such, da gasférmiges Chlorathyl von einer Emulsion Ol = 
Kiweifilésung nach Mafigabe seiner Léslichkeitskoeffizienten 
in Ol und Eiweiflésung aufgenommen, also nicht merklich 
adsorbiert wird. Auch zeigen alle Arbeiten iiber die Auf- 
nahme niedrig molekularer Narkotika durch tierische Zellen 
oder Gewebe bei denjenigen Konzentrationen oder Partial- 
drucken, die fiir die Narkose in Betracht kommen, dafi bei 
ihnen das Henrysche Gesetz gilt, also keine merkliche Ad- 
sorption statthat*). Und endlich ergibt der oben erwihnte 
Vergleich des analytisch von Frison und Nicloux ermittelten 
Chloroformgehaltes des Hirns mit dem auf Grund der Lés- 
lichkeitskoeffizienten berechneten Gehalte, daf} der gefundene 
Gehalt gleich oder etwas geringer (0,04 Mol. pro Liter Lipoid) 
als der auf Grund der Léslichkeitskoeffizienten berechnete 
(0,05 + 0,01) ist, nicht aber gréBer, was der Fall sein miifite, 
wenn das Chloroform aufer durch Lésung auch noch betrichtlich 
durch Adsorption aufgenommen wiirde. 

Die Adsorption hat somit keinen merklichen Einfluf auf 
die Menge des von den Geweben aufgenommenen Inhalations- 
anisthetikums. 


Die Konzentration der Narkotika in den Lipoiden 
narkotisierter Kaulquappen. 


Die von uns gefundene auffallende Konstanz der narko- 
tischen Konzentration in den Hirnlipoiden der Miuse veran- 
lafite uns, die entsprechende Rechnung auch fiir die alten 
Werte der narkotischen Grenzkonzentrationen und der Tei- 


') Findley und Creighton, J. Ch. soc. 97, I, 557 (1910). 

*) Moore und Roaf, Aufnahme von CHCI],-Dampf durch Serum. 
Proc. R. Soc. Bd. 73, S. 382 (1904). — Warburg, Aufnahme von Aceton 
durch Blutkérperchen, Erg. der Phys. Bd. 14, S. 288 (1914). 
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lungskoeffizienten von H. Meyer, Baum und Overton 
durchzufiihren. Die Narkotika, umfassend fast das gesamte 
vorliegende Versuchsmaterial, sind in der Tabelle 3 nach Wir- 
kungsstirken geordnet; Cyip ist in Spalte 3 angegeben. Die 
Fehlergrenzen sind hier sehr viel weiter zu ziehen als bei 
unseren Versuchen; die nach Overton aus den Léslichkeiten 
in Ol und Wasser berechneten Teilungskoeffizienten stimmen 
meist schlecht mit den von Baum direkt ermittelten tiberein, 
und auch die Werte fiir die narkotisch wirksamen Konzen- 
trationen differieren sehr stark. Beim Trional berechnet sich 
z. B. nach den Werten von Baum Ci, = 0,006 Mol. pro Liter, 
nach denen von Overton Crip = 0,11. Die Werte fiir Cz 
kénnen daher nur eine Schiitzung der Gréfenordnung erlauben, 
mit Fehlern von 300°/, ist zu rechnen. Eine Nachpriifung 
und Erweiterung des vorliegenden Tatsachenmaterials wire 
daher sehr angezeigt. 

Wie man sieht, liegen fast alle Werte von CLip zwischen 
0,01 und 0,13 Mol. pro Liter, obwohl das Endglied der Reihe 
hunderttausendmal so wirksam ist wie das Anfangsglied und 
sich die Reihe auf Kérper der allerverschiedensten Klassen 
erstreckt. Auffallende Ausnahmen machen Chloralhydrat, Bro- 
malhydrat und Butylchloralhydrat; die Méglichkeit einer ge- 
ringen Spaltung in das stark wirkende Chloroform oder einer 
Dissoziation in lipoidlésliches Chloral und Wasser bietet hier 
wohl eine zureichende Erklirung. Ferner fallen einige Saure- 
amide aus der Reihe heraus, deren narkotische Kraft vielleicht 
noch eine besondere Ursache hat. 

Im grofjen und ganzen schwanken die Werte von Cy,ip 


um den Wert 0,05, der dem an Miusen gefundenen Wert 0,06 
sehr nahe kommt. 


SchluBfolgerungen. 


Wir glauben es durch unsere Versuche und durch diese 
Diskussion sehr wahrscheinlich gemacht zu haben, da’ Nar- 
kose stets dann eintritt, wenn ein beliebiger, 
chemisch indifferenter Stoff in einer bestimmten 
molaren Konzentration in die Zell-Lipoide ein- 
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Nark.-Konz. fiir Teilangskoeffi- 
Quappen in Mol. xt Ol Konz. des 
pro Liter Wasser 210 Wasser Narkotikums 
nach nial in Mol. pro 
Ocusten [Mere \H.Meyer} Liter Lipoid 
serene u. Baum Overton), Baum 
| 
ae one 0,3 | 0,5 0,08 0,03 | 0,01 —0,02 
Methylurethan .. . | 0,04 | 0,04 0,02 
Aceton bei 8° ... | 0,03 0,14 0,04 
tert. Butylalkohol . 0,13 0,18 0,02 
Propylalkohol 0,11 | 0,13 0,01 —0,02 
Amylenhydrat 0,057 | 1,0 0,06 
Valeramid .... . 0,05 0,07 0.004 
Athylurethan . 0,04 0,03 0,05; 0,1 0,002—0,006 
Athylither. . . . . 0,024 2,4°)} 0,05 
Paraldehyd 0,023 3 0,07 
Acetessigester 0,019 4 0,08 
po Se eee 0,012 8 0,09 
Acetanilid . 0,0094 2 0,02 
Methacetin . 0,009 2 0,02 
ae 0,009 | 0,006 4,5 1,1 0,007—0,04 
i 0,0018 4 0,007 
Trional . . 0,007 | 00,0013 16 4,5 0,006—0,11 
Chloralhydrat. 0,006 | 0,025 0,22 0,001—0,905 
Bromalhydrat . . | 0,402 | 0,7 0,001 
Butylchloralhydrat | 0,002 | 0,003 
Pe ea oe x we >0,0053 | 4 | >0,.02 
Bensamid . ... >. 0,003 | 0,007 *) | 0,44] 0,008 
oe 0.0043 3,3 | 0,01 
Athylehlorid . . . . 0,004 | | #4%) 0,10 
Vanillin . . . 0,0033 | 3 | 0,01 
Phenacetin . . 0,003 | 4 | 0,01 
Gusjacel ..4 » ss 0,003 | 30) | 0,09 
Athylbromid . 0,0023 | 0,0031 | 374 | 0,08 —0,11 
Salycylamid bei 30° . | 0,002 14 0,03 
Piperonal . 2... 0,002 | 100 0,2 
Chloroform . 0,0012 | 70') 0,08 
Hy drochinondimethyl- | 
Mr... <@ . 0,0009 | 300 160%) 0.27 —0,14 
Chloreton ..... | 0,0008 22,8 0,02 
Phenylurethan 0,0006 150 0,09 
Cumarin. . . 0,0006 10? 0,006 
Schwefelkohlenstoff. . 0,0005 50 *) 0,03 
Menthol . ..... 0,0001 | 250 | 0,03 
re 0,000055 600 0,03 
Phenanthren . . . . 0,0000037 40000 0,15 
Mittel: 0,05 








) Best. siehe S. 79. 


*) Knaffl-Lenz, A. exp. Path. 
3) Aus den Lislichkeiten in Ol 




















u. Pharm. Bd. 84, 8. 66 (1918). 
und Wasser von uns neu bestimmt. 
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gedrungen ist. Diese ,kritische Konzentration“ ist von 
der Tierart, der Zellart usw. abhangig, im grofien und ganzen 
aber unabhangig von den Eigenschaften des Narkotikums. 
Hierdurch wird man weiter zu dem Schlu8 gefiihrt, daf 
die Narkose eine — vermutlich indirekte — Folge dieser 
Auflésung in den Lipoiden ist. Doch ist es nicht méglich 
zu entscheiden, welcher Art die nachste direkte Wirkung 
dieser Auflésung ist, die ihrerseits die Narkose direkt bedingt. 
Keinesfalls kann es sich bei der ganz verschiedenartigen 
Reaktionsfahigkeit und Konstitution der gleichartig wirkenden 
Narkotika um eine chemische Reaktion handeln. Vielmehr 
miissen wir annehmen, das es eine physikalische Zustands- 
dinderung in den Zell-Lipoiden und damit der Zelle ist, die 
gleichmafig durch gleichmolekulare Auflésung bewirkt wird, 
aihnlich wie der Erstarrungspunkt von Fliissigkeiten durch 
gleichmolekulare Zusitze um denselben Betrag herabgedriickt 
wird. Ob es sich hierbei z. B. um eine gleichmaBige Herab- 
setzung der Liéslichkeit fiir Sauerstoff, um eine Art Schmelz- 
punktserniedrigung, um eine gleichmabige Anderung des Quel- 
lungsgrades, der Ionenpermeabilitét usw. handelt — das zu 
entscheiden liegt nicht im Rahmen dieser Arbeit. 


Spezieller Teil. 


Bestimmung der wirksamen Konzentrationen der 
Inhalationsanasthetika. 


Zwei weifge Miuse werden unter die 221 fassende Glas- 
glocke (Fig. 1) gesetzt, die auf eine Glasplatte aufgeschliffen 
und mit gutgehendem Riihrwerk versehen ist. Darauf wird 
ein kleiner Mefizylinder mit einer bekannten Menge fliissigen 
Anasthetikums — gegebenenfalls durch Kaltemischung vor- 
gekiihlt — derart unter die Glocke gestellt, daf} er von den 
Fliigeln des Riihrwerks umgeworfen werden kann. Beim An- 
lassen und Umwerfen verdampft die Fliissigkeit rasch und 
eine entsprechende Menge Luft entweicht bei a. In einigen 
Fallen haben wir die Fliissigkeit auch durch eine lange Pipette 
auf den Boden der Glocke auftropfen lassen. Beim Arbeiten 




























Theorie der Narkose durch Inhalationsanasthetika. 67 


| mit Gasen setzen wir die Miuse zunichst unter die kleine 

| Glasglocke ¢, leiten das Gas vorsichtig aus einem kalibrierten 
Gasometer durch 6 ein, so daf bei a nur Luft entweicht, und 
ziehen dann die Glocke ¢ an einem Faden ganz hoch und 
setzen sofort das Riihrwerk in Gang. Wir rihren anfangs 
3—5 Minuten, spiter alle 5—10 Minuten kurze Zeit lang. 
































Fig. 1. 


In der folgenden Zusammenstellung bedeuten: 


t = Temperatur. 
Z == Dauer des Versuches, 
N = Gehalt der Luft an Narkotikum in Vol.-Prozenten, bezogen 
auf 760 mm. a 
1g] = leichte Gleichgewichtsstérungen (Torkeln). 3 iE 
s gl = schwere Gleichgewichtsstirungen (Umfallen und Wieder- 
aufrichten). 
1N = leichte Narkose (bleibt auf der Seite oder dem Riicken 
liegen, bewegt sich nicht auf StoBen mit dem drehbaren 
Rohr }). 
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N = 10%, 

N == 18°), 

N = SR 

Nom 19%, 
N = 23°, 
N= 6,2°/, 
N = 3,4, 
N=4 4 
M == 40%, 
no 38% 
N = 60°), 
N == 65°), 
N = 3,0°/, 
N = 4,2°/o 


Zz == 80’. 
nsx BO". 


a= OF, 


Wirksame 


z= 6". 
Z = 60°. 
Z = 40°. 
L== OY. 
Zz == 6). 
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Dimethylither. t = 21°. 


Nach 15' 1 gl, nach 30‘ | gl, sonst ganz munter. 
Nach 5‘ 1 gl, nach 20‘ die eine, nach 25' die andere 
Maus in 1N. Beim Herausnehmen sofortiges Er- 
wachen. 

Nach starkem Erregungsstadium von 3‘—4' Dauer 
bei 5‘ 1 gl; nach 10‘ die eine, nach 15’ die andere 
in IN. 

Grenzkonzentration: 12,0°/, + 2%. 


Diithylither. t = 20° 


Keine Wirkung. 

Nach 30‘ 1 gl, sonst nichts. 

Nach 35‘ die eine in 1 N, die andere s gl. 

Nach & | gl, die eine nach 20‘ in 1 N, die andere 
auch nach 60' nur s gl. 

In den ersten 8‘ starken Excitationsstadium, nach 
8‘ 1 gl, nach 20' die eine, nach 28‘ die andere Maus 
in IN, 


Grenzkonzentration: 3,4°/, + 0,3°/,. 
Bert?) gibt 3,9°/, an. 


Z = 30° 


2% == GO’. 


Athylenoxyd. t= 21%, 


Wihrend 30‘ keine Anzeichen auBer Mattigkeit. 
Beide Miuse starben nachts nach dem Versuch. 
Nach 35‘ 1 N. Beim Herausnehmen erwachten die 
Miuse, blieben aber sehr matt und anscheinend 
teilweise gelihmt und starben nachts. 


Grenzkonzentration: 5,8°/, + 1,8°/. 


Z = 80’. 
Z = 35’. 
Gre 


Z=: 80’. 
a= 160. 





Chlormethyl. t= 21% 


Nur | gl nach 30‘. Mattigkeit. Die Miuse blieben 
matt und starben nach einem Tag. 

Bald 1 gl; nach 30‘ die eine Maus in] N, die andere 
sgl. Beide nach einem Tag tot. 
nzkonzentration: 6,5°/, + 1,5°/,. 


Chlorathyl. t = 25° 


Nach 30‘ nur Mattigkeit. 
Wiahrend 10’ erregt, nach 20’ 1 gl, nach 150‘ nur 
Torkeln und Mattigkeit. 


1) C. R. d. l’Ac. des Sciences Bd. 93, S. 768 (1881). 
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N=5,0°/, Z=— 30’. Erregung wahrend 10', nach 30‘ die eine Maus 
in 1 N, die andere hat Krampfe. 


Grenzkonzentration: 5,0°/, + 0,8°/,. 





‘. Frey‘), der bei 20° arbeitete, gibt als kritische Konzentration 3,6°/, Be 
— bezogen auf 760 mm — an. 

r 

" Brommethyl. t = 19°. 


N= 20°, Z= 30'. Nach 30 heftig atmend am Boden liegend, eine 
Stunde darauf tot. 
N = 2,3°/, Z= 30’. Erst Erregung, nach 8‘ | gl, dann heftig atmend, 
sehr matt. Bald darauf tot. Die hohe Giftigkeit 
verhindert also eine genaue Bestimmung der Grenz- 
konzentration, doca zeigen die | gl, dab die Grenz- 
konzentration bei etwa 3—4°/, liegen diirfte. 


Bromathyl t== 19° 
, N=0,8°9, Z=120'. Keine Wirkung. 





, R= 13%, = 120’. Nach 15' | gl, nach 120’ nur sgl und heftiges 
Atmen. 
N = 1,6°/, Z=- 120‘. Anfangs starke Erregung, nach 15‘ | gl, nach 
120° nu’ s gl. 


N=1,9%, Z== 40‘. Nach ‘5‘ die eine Maus in 1 N, die andere lang- 
sam atmend, sehr matt. Bald darauf beide tot. 


Grenzkonzentration: 1,9°/, + 0,3°,. 
Bert gibt 1,65°/, an. 


Chloroform. t = 20°. si 
N = 0,44°/, Z= 30'. Nach 12’ sgl, nach 30’ 1N, 
N= 0,6 9, Z=—=30. Nach 8 1 gl, nach 15’ sgl, nach 23‘ die eine, 
nach 26/ die andere Maus in | N. 
Grenzkonzentration: 0,44°/, + 0,04°/,. 


Bert gibt 1,2°/,, Wittgenstein*) 0,44°/, bei 20° an. 


Methylal. t = 22°. 


N = 2,4°9/, Z = 30‘. Nur geringes Torkeln, nach dem Versuch starke 
Excitation, wildes Herumlaufen. 

N = 2,8°/, Z—30'. Nach 30‘1N. Nach dem Versuch heftiges Exci- 
tationsstadium. 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 29 (1912). 
*) A. exp. Path. u. Pharm. Bd. 88, S. 235 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 6 
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N = 3,1°/, Z= 30‘. Nach 10’ sgl, nach 30'1N. Beim Herausnehmen 
sehr schnelles Erwachen und wildes Herumlaufen, 


Grenzkonzentration: 2,8°/, + 0,4°/,. 


Dimethylacetal. t = 22°. 
N= 1,5°/, Z= 45‘. Nur nach 40‘ 1 gl. 
N= 1,9°/, Z=30'. Nach 10’ 1g), nach 27'1N. Rasches Erwachen, 
starke Excitation. 
Grenzkonzentration: 1,9°/, + 0,3°/,. 


Diithylformal. t = 22° 
= 0,47°/, Z=60'. Keine Wirkung. 
N= 1,0 °, Z=—60'. Nach 35’ die eine, nach 45‘ die andere in | N, 
Baldiges Erwachen. 


Grenzkonzentration: 1,0°/, t 0,2°/,. 


Amylen (technisch, frisch destilliert), t = 21° 

N = 3,0°%/, Z== 120’. Keine Wirkung. 

N = 4,097, Z= 380’. Keine Wirkung, 

N = 4,0°/, Z= 120’. Nach 55‘ beide Miuse in 1 N. 

N= 4,5°/, Z=—=120'. Nach 45’ beide Mause in 1 N. Rasch erwacht 
und schnell erholt. Anscheinend stelit sich hier 
das Narkosegieichzewicht langsamer ein, als bei 
den anderen Verbindungen, was wohl auf die ge- 
ringe Léslichkeit des Amylens in Wasser und 
den dadurch bedingten langsamen Transport zu- 
riickzufiihren ist. 

Grenzkonzentration: 4,0°/, + 1. 
Bert gibt 4,7°/, an. 


n. Pentan. t = 21°. 

N= 3,39, Z=60'. Keine Wirkung. 

N= 45°, Z==60'. Keine Wirkung. 

N=10 °, Z=60'. Nach 60’ sehr matt, 1 gl, heftig atmend. 

N=15 % Z=25'. Heftiges Atmen, nach 20‘ die eine, nach 25‘ die 
andere Maus tot. Auch hier stellt sich offenbar 
wegen der geringen Lislichkeit des Pentans in 
Wasser das Gleichgewicht sehr langsam ein. Die 
Giftigkeit verhinderte eine genaue Bestimmung. 
Sie scheint zwischen 10 und 15°/, zu liegen. 


1,2 Dichloraithylen, t= 21°. 
N = 0,749, Z== 30’. Nach 30‘ nur | gl. 
0.889, Z=30'. Nach 20' 1 gl, nach 25‘ s gl. 
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N = 0,95°/, Z=— 30’. Nach 15‘ 1 gl; nach 20’ die eine Maus in 1 N, 
die andere hat s gl, atmet heftig und ist matt. 
Rasches Erwachen ohne Schadigung. 


Grenzkonzentration: 0,95°/, + 0,1. 
Wittgenstein’) gibt 0,977°/, an bei 20°. 


Von den neu untersuchten Verbindungen werden aufier 
Dimethylither nur die drei Acetale ohne Schiadigung vertragen. 
Die Giftigkeit der Halogenalkyle nimmt in der gleichen Reihen- 
folge zu, wie ihre Verseifbarkeit in Alkohol und Halogen- 
wasserstoff: Dichlorathylen (sehr schwer verseifbar), Chloro- 
form, Chlorithyl, Chlormethyl, Bromithyl, Brommethyl. Wir 
fiihren die Vergiftung daher auf Saéureabspaltung in der Zelle 
zuriick. 


Vielleicht beruht die hohe Toxicitit des Athylenoxyds auf 
intrazellulirer Bildung von Glykol durch Wasseranlagerung 
und darauffolgender Oxydation zur Oxalsiure. Ob Glykol 
innerhalb der Zellen giftig ist, entzieht sich unserer Kennt- 
nis, da wir es wegen seiner Lipoidunléslichkeit tiberhaupt 
nicht in die Zelle hineinbringen kénnen. 


Bestimmung des Léslichkeitskoeffizienten gas- 
formiger Narkotika in OI. 


1. Gase und sehr leicht fliissige Stoffe. 


Da wir unter vermindertem Druck arbeiten muften, 
konnten wir nicht in der iiblichen Weise gasvolumetrisch die 
Absorption in Ol bestimmen, sondern mafen die Druckab- 
nahme, die ein gleichbleibendes Gasvolum beim Schiitteln 
mit Ol erfihrt. 


Das etwa 300—400 cem fassende Absorptionsgefafs (Fig. 2) 
ist durch den Dreiweghahn J und den einfachen Hahn JJ ver- 
schlossen, auf dessen Ansatzstiick s eine Pipette P aufge- 
schliffen ist. Die Schliffe der Hahne miissen sehr lang und 
tadellos sein®). Sie werden mit méglichst wenig ,Ramsay- 


‘) A. exp. P. und Pharm. Bd. 83, S. 236 (1918), 
*) Geliefert von Hanff und Buest, Berlin, Luisenstrafe. 
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fett“") geschmiert. Das Gefaf kann in dem — elektrisch 
beheizten und regulierten — Thermostaten in eine Wiege- 
vorrichtung gespannt und gut geschiittelt werden. 


~| 








a Pe 








Ld 









































| ha 
re ae a 
mt ulte ale 
% al 
AL 
ails rS 
f\ if 
113 nL 
il 
Ne 
a 
SN : a 






































Fig. 2. Fig. 3. 


Zum Einfiillen des Gases wird s mit einem Gummistopfen 
verschlossen, JJ gedffnet, das GefifS durch k evakuiert, JJ, 
dessen Bohrung jetzt luftfrei ist, geschlossen, und nunmehr 
das ganze Gefif bei 40° noch 20 Minuten auf etwa '/,—1 mm 
evakuiert, um die anhaftende Wasserschicht ginzlich zu ent- 





1) Leyboldt, Kéln. 
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fernen. Hahn J wird um 180° gedreht, so dafB k und k’ 
verbunden sind. — In einem ‘/,-l-Glasballon mit 5 mm weitem 
Ansatzrohr werden 5 cem des fliissigen Narkotikums 2 Minuten 
zu lebhaftem Sieden erhitzt, so da der Dampf herausstrémt. 
Dann wird das Ansatzrohr mit k’ verbunden, so daf der 
Dampf durch & und &’ hindurchblist, und nunmehr durch 
rasches Umdrehen von J die gewiinschte Menge Dampf in 
das GefifS gelassen. J wird geschlossen, das Gefaif in den 
Thermostaten gestellt, und der Druck nach '/, Stunde abge- 
lesen. Hierzu wird k& mit dem Manometer (Fig. 3) verbun- 
den, &’ durch Heben des Niveaugefifies mit Quecksilber gefiillt, 
Hahn J durch Drehen um 90° véllig geschlossen, das Queck- 
silber gesenkt und nun Hahn J vom Gefafs zum Manometer 
gedffnet. Man stellt das Quecksilber auf die o-Marke ein und 
liest die Druckdifferenz in beiden Schenkeln P; und P, an 
der Spiegelskala sp ab; diese — vom Barometerstand abge- 
zogen — ergibt den Druck des Gases. Man treibt das Gas 
von der o-Marke bis Hahn J zuriick, schliefii Hahn J, nimmt 
das Absorptionsgefa® ab und fillt nun das Ol ein. 

Gase, wie Dimethylather etc., wurden aus einem glisernen 
Gasometer, in dem 30°/ige Chlorcalciumliésung als Absperr- 
fliissigkeit diente, in aihnlicher Weise eingefiillt. 

Das Ol war Olivenél vom spez. Gewicht 0,91; mehrfach 
benutzten wir auch Sesamél, spez. Gewicht 0,91, das das 
gleiche Absorptionsvermégen besa, wie besondere Versuche 
zeigten. Das Ol wird durch mehrstiindiges Evakuieren an 
der Quecksilberpumpe bei 100° von Luft befreit. Dann wer- 
den ein kleines Becherglas mit Ol, die Pipette P und ein 
Stiick Filtrierpapier zusammen auf 0,01 g genau abgewogen. 
Man setzt P in s ein, fillt Ol in P ein und 1a48t durch vor- 
sichtiges Drehen des Hahnes Ol in das Absorptionsgefib 
flieien. Die Pipette wird in das Becherglas gestellt, das in s 
verbliebene Ol mit dem gewogenen Filtrierpapier sorgfaltig 
aufgenommen und alles zusammen zuriickgewogen. Unter 
Beriicksichtigung der in der Hahnbohrung verbliebenen Ol- 
menge und des spez. Gewichts des Ols kennt man dann das 
in das Gefafs gebrachte Olvolumen genau. Nun wird im 
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Thermostaten 2—35 Stunden geschiittelt, dann der Druck wie 
oben abgelesen und zur Kontrolle wieder 2 Stunden geschiit- 
telt und abgelesen. Um das Gleichgewicht auch von der 
anderen Seite zu erreichen, haben wir 6fter dann noch bei 
tieferer Temperatur geschiittelt, so daf§ mehr absorbiert wurde, 
dann wieder bei der Mefitemperatur geschiittelt und abge- 
lesen. 


Korrektionen. Ist das Gefaif vor dem Einfiillen des Gases 
nicht absolut evakuiert, sondern noch etwa '/,—1'/, mm Druck 
darin, so wird dieser Druck von allen gemessenen Drucken 
abgezogen. Da man ferner nicht den Druck beim Volumen g 
des Gefifies mifit, sondern beim Volumen g + dem Volum k 
der Kapillare ka bis zur o-Marke im Manometer, wurde der 


Druck durch Multiplikation mit ss (in einem Falle z. B. 


ee = 1,004 auf das Volum g reduziert). War das Ol- 


volumen n betrachtlich, so wurde mit se multipliziert. 


In der Tabelle sind die so korrigierten Werte angegeben. 


Berechnung. Ist p der abgelesene korrigierte Anfangs- 
druck in mm Hg beim Volum v des Gefifies, p, der Enddruck 


nach der Absorption, n das Olvolum, so ist die Gesamtgasmenge 
1 

a 

v — n bleibende Gasmenge = — -p, (v —n), die im Ol ver- 


-p-v, die nach der Absorption noch im Gasvolum 


bliebene Menge gleich der Differenz beider 


1 
=_op @-v—p. [v—n). 
Der Léslichkeitskoeffizient ist gleich dem Produkt 
Geliste Menge Gasvolum 


Gasmenge  Olvolum ' 





also: 
tit ae es Fe 


P, (Vv — 2) n n+ Py 
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Loslich- 
An- keits- 
Ge- fangs- : End- koeffi- 
Tempe-| . a mt- druck Ol- | druck a 
Substanz [Mt] "Graal Ym | erty [in com| in mn| |. | Mittel 
neem) in mm Hg a 
Hg || 
t Vv p n Dt 2,| 
Stickoxydul j1] 37 261,4) 6038,5] 28,34] 576,7] 1,44 
(Olivenél) |2] 37 261,4] 607,5] 29,10] 577,7] 1,47 
3] 37 261.4] 621,6} 19,37] 606,7] 1,34 
4} 37 261,4| 632,2] 31,32] 608.4] 1,54] 1,40 + 0,06 
Dimethy]l- 1} 37 308,4| 562,51 11,71] 401,8] 11,5 
iither 21 37 308.4} 559.5] 9.39] 423,8] 11,5 
(Olivenél) [3] 47 308,4] 667,0] 10,39] 484,6] 11,6 | 11,520,1 
1 17 308,4} 661,0] 17,39 | 340,0] 17,7 
3i 17 308,41] 686,0] 17,17] 349,0] 18,7 | 17,940,2 
Diithylather | 1] 37 260,5| 273,5] 5,85] 133,2] 48,0 
(Olivendl) | 2] 37 260,5| 244,0] 4,10] 137,3] 50,2 
3] 37 3084] 262,5] 4,89] 148.6] 49,2 
4} 37 260,5] 316,0] 4,79] 159,8] 54,3 
5] 37 260,5] 808.5} 4,15] 176,4] 48,1 
6} 37 260.5} 443,51 6,99} 191,9] 49,6 
7] 37 308,4] 501,0] 7,60} 215.9] 54,5 | 50,2 +4 
n. Pentan 1} 37 405.4} 161,7] 10,38] 84,3] 36,8 
(Sesamil) 37 405.4} 196.2] 12,57] 91,3] 37,8 | 37,320,5 
Amylen 1] 37 405.4] 244,0] 850] 98,8] 71,5 
(Sesamél) [2] 37 405,4] 555,0] 18,16] 140,4] 67,0 | 69,0+ 2,0 
Chlormethyl }1| 37 308.4} 189,0] 14,5 | 122,07 13.0 
(Olivenél) | 2] 37 308,4} 212,0] 8,89 153,1] 14,3 
3] 37 308,4} 328,0] 10,44] 229,5] 13,6 
4] 37 3084; 610,5] 6,28} 480,45] 14,3 
5] 37 308.4} 750.5] 22] 589,5] 14,5 14,0 + 1,0 
] 17 308,4 | 215,5] 11,88] 119,0] 22,0 
21 17 308,41 270.5] 8,27] 171,2] 22,3 
3] 17 308,4} 356.0] 12,50] 190,8] 22,3 
4} 17 308,41 305,51 6,411 207,91 23,6 | 22,6+1,0 
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i Ss ae 
An- keits- 
ao |tmer| 4, | Be | sae 
oe P| eons voien baat 
Substanz |r. in Grad Hegtioen giert) }in ccm] in mm S a Mittel 
in mm Hg > 
Hg iL 
t Vv P n Pi —¥ 
Chlorithyl] 1] 37 | 808.4] 423.5] 14,53] 149,6] 39,7 
(Olivenél) }2] 37 | 308,4] 604,5] 17,69] 187,3] 39,9 
3] 37 | 3084] 594.5] 15,77] 195,3] 41,0 
4} 37 308,4} 593,5] 13,21] 218,9] 41,0 
(Sesamél) [1] 37 | 405.4] 181,0] 9,35] 92,8] 42,3 | 405241 
(Olivenél) [1] 17 308,4} 5285] 17,14] 104,9] 73,7 
2] 17 | 808,4] 578,0] 16,62] 125,6] 71,4 
3] 17 | 308,4] 527,0] 11,22] 134,6] 78,0 
4] 17 | 308,4] 692.5] 12,01] 173,7] 77,38 | 75 +38 
Brommethyl [1] 37 | 405,4] 438,5] 11,72] 226,2] 33,5 
(Sesamél) |2] 37 | 405,4] 480,0] 10,79] 267,2] 31,2 
3] 37 | 405,4] 486,0] 9,76] 283,9] 30,8 | 32 +1,5 
Bromithy] 1] 37 | 817,8] 176,0] 4,34] 78,3] 92,1 
(Olivenél) |2] 37 | 317,8] 202.0] 4,51] 86,4] 95,2 
3] 37 | 317,8] 212,0] 3,72] 99,4] 97,7 
4} 37 | 317,8] 217,0] 3,75] 101.4] 97,5 | 95 +3 


2. Flissigkeiten. 


Viel bequemer, aber etwas ungenauer lift sich L_ be- 
stimmen durch Messung des Dampfdruckes, den die Narkotika 
zeigen, wenn sie in bekanntem Verhiltnis in Ol aufgeldst sind. 

In dem Trichter c des Manometers Fig. 4, das mit Queck- 
silber unter den iiblichen Vorsichtsmafregeln gefillt und bei H 
geschlossen ist, werden etwa 2 ccm luftfreies Ol gegeben, 
H geéffinet und durch Senken des Niveaugefifes etwas Ol 
eingesaugt, H wieder geschlossen, das Niveaugefafi tief ge- 
senkt und die Tension der noch im Ol enthaltenen Verunreini- 
gungen (Spuren von Wasser oder Luft) gemessen. Sie soll 
nicht mehr als 1 mm betragen. Darauf wird das O1 hinaus- 
getrieben und durch eine frisch durch Abwigen hergestellte 
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g Sub- — Den Berech- 
Siede- Tempe-] stanz Mol pees nungen 
Substanz punkt | Nr} ratur in : é a L zugrunde 
in Grad in Grad 100 ccm P- gag gelegter Wert 
Ol S von L 
Chloroform 61 jl] 37 5,37 | 0,449] 32,5] 268 
2] 37 7,27 | 0,608] 44,0] 266 
31 37 | 9,25 10,777] 565] 262 | 265+ 3 
3 ae 5,44 | 0,445] 17,0] 513 
ot 7,36 | 0,615] 27,0) 437 
3] 17 9,58 | 0,801} 33,0) 465 | 470+40 
Dichlor- 55 [lt 37 2,45 | 0,253] 38,0] 129 | 130+ 10 
iithylen 2] 37 3,47 | 0,858] 50,0} 139 
Athylather 35 [1] 17 | 1,07] 0,144] 280) 99 
2] 17 1,95 | 0,263] 42,0] 120 
3] 17 2,68 | 0,862} 62,0] 112 
4} 17 7,21 | 0,974] 117,0] 160 | 110210 
Athylenoxyd| 13,5]1] 87 0,54 | 0,123 8,7} 28 
2] 37 0,95 | 0,216] 11,6] 36 30+ 5 
3] 37 1,73 | 0,393] 21,0 36 
Methylal 41 1] 37 2,15 | 0,283} 74,0 74 
bis 44]2] 37 3,47 | 0,457] 101,0} 87 Wot 5 
Dimethyl- 64 Jl] 37 1,97 | 0,219] 48 88 
acetal 21 37 3,98 | 0,875] 60 121 
3] 37 4,20 | 0,466] 65 138 | 100+10 
Diathyl- 85 Jl] 37 1,27 | 0,122] 20 118 
formal bis 87] 2] 37 1,44 | 0,188} 21 127 
3] 37 3,13 | 0,300] 37 157 | 120+10 
Amylen 1,82 | 0,260] 73 63 | 63+ 6 
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Lésung von Narkotikum in 0] ersetzt, mit der man mehrfach 
durch Heben und Senken des Niveaugefifies ausspiilt. Man 
bestimmt die Tension der Lisung, wiahrend das ganze Mano- 
meter in einem Thermostaten sich befindet. Konstanz tritt 
in etwa 7/, Stunde ein. Durch mehrfaches Ausspiilen mit 
reinem ©] lift sich das ganze Narkotikum wieder entfernen, 
‘i ohne daf} das Manometer gereinigt 
Mt zu werden braucht. Wir benutzten 
| nur Sesamdl. 
i - | Bei den etwas héher sieden- 
iz den Substanzen ist ein Ansteigen 
[ des Léslichkeitskoeffizienten mit 





| der Konzentration bei gréfieren 
| ar | & Konzentrationen wahrzunehmen, 
| z. B. bei Diithylformal. Dies hangt 

mit der Abweichung von den Gas- 
i gesetzen zusammen. 


1 § Annihernde Berechnung des 
Teilungskoeffizienten 


ae: 
Wasser 





einiger Substanzen fiir 


1! In der gesiattigten Lésung 
| eines schwer léslichen Stoffes in 
| Wasser ist die Tension dieses 

















iq Jj _ a Stoffes gleich der Tension des 
va i. Nimanaphaip freien Stoffes selbst. (Richtiger 
iy gleich der Tension des mit Wasser 

oe gesattigten freien Stoffes.) Kennt 


man letztere und die Léslichkeit, 
so kann man daraus das Gleichgewicht zwischen wifriger 
Lésung und Gasphase, also den Léslichkeitskoeffizienten be- 
rechnen. Durch Division des — weiter oben bestimmten — 
Lislichkeitskoeffizienten in Ol durch den in Wasser erhiilt 


man den Teilungskoeffizienten — Alle Werte gelten 
fiir 20°. 
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Prozent- 
gehalt der | Dampf- | L L. 6) | 
Cahatons Lésung druck H,O Ol "Wessex , 
in Wasser 
Schwefelkohlenstoff 0,22 *) 300 1,7 ca. 80 50 
Chloroform .. . 0,62 *) 160 0,9 400 70 
Chlorithyl .. . — — 2,15) 65 30 a 
Bromithyl . . . ag 387 4 ca. 150 35 ef 
PE a, ta ao 6,7 360 145 110 2,4 f 

















1) Nach Herz, Berichte Bd. 31, S. 2669 (1899). 
2) Nach Overton, C. c, 
5) Nach Frey, B. Z. Bd. 40, S. 29 (1912). 
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Uber die freion Amidogruppen der Eiweifkirper. 
(SchluB.) 
Von 
S. Edlbacher. 
Mit 1 Figur. 


(Aus dem Institut fiir Eiweifforschung, Stiftung Fritz Behringer, der Universitit 
Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1920.) 


Die Fragen, die in den vorangegangenen Untersuchungen’) 
iiber dieses Thema behandelt wurden, gewannen durch die 
inzwischen von K. Felix*) und J. Herzig*) mitgeteilten 
Resultate eine zweifache Bedeutung. 

Einerseits ist es durch die von Felix ermittelten Lysin- 
werte bei verschiedenen Proteinen nun wohl ziemlich sicher- 
gestellt, dafi die von Kossel und Gawrilow‘) gemachte 
Feststellung iiber die Beziehung zwischen freien Amidogruppen 
und Lysingehalt richtig ist. Das Ergebnis dieser Untersuchung 
steht in Ubereinstimmung mit meinen Beobachtungen. 

Anderseits ist nach Herzig die Méglichkeit einer Mono- 
methylierung der Proteine durch Dimethylsulfat ins Auge zu 
fassen. EKindeutig bewiesen ist weder meine, noch Herzigs 
Anschauung. 

Skraup®) hat schon methylierte Proteine hydrolysiert 


1) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919); Bd. 108, S, 287 (1919); 
Bd. 110, S. 153 (1920). 

2) Diese Zeitschr. Bd. 110, 8. 217 (1920). 

5) Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 224 (1920). 

4) Diese Zeitschr. Bd. 75, 8. 457 (1912). 

5) M. Bd. 30, S. 447 (1909); M. Bd. 31, S. 1085 (1910). 
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und ich habe diese Versuche wieder aufgenommen und bin zu 
ihnlichen Resultaten gelangt wie dieser. 

Ich hydrolysierte Methyleasein und erhielt dabei in der 
,Lysinfraktion“ eine gréfere Menge einer sirupésen Masse 
von schwach fischartigem Geruch, aus der es auf keinerlei 
Weise gelang, definierte Substanzen abzuscheiden. 

Die drei Fraktionen, die man durch Phosphorwolfram- 
siure und das Silberbarytverfahren erhilt, nimlich die ,,Mono- 
amino-“, die ,,Histidin-Arginin-* und die ,,Lysinfraktion* habe 
ich nun auf die ,N-Methylzahl* untersucht und es ergab sich 
dabei das Folgende: 


1. In der Monoaminosiurefraktion ist die N-Methyl- 


zahl = 0. 
2. In der Histidin-Argininfraktion ist die N-Methyl- 
zahl = 7,5. 


3. In der Lysinfraktion ist die N-Methylzahl = 73,4. 


Die Frage, ob im wesentlichen am Stickstoff trimethy- 
liertes Casein vorlag, ist dadurch natiirlich nicht eindeutig 
entschieden. Immerhin aber gestattet die Tatsache, daf fast 
alles Methylierte in Form von starken Basen wiedergefunden 
wurde, den Schluf, da wohl wahrscheinlich eine grofe Menge 
von betainartigen Substanzen sich gebildet haben muB. 

Da anderseits aber Herzig und Landsteiner') bei der 
Behandlung von Diazomethan und Aminosiuren nur Mono- 
substitution finden, wire es vielleicht doch méglich, daf die 
Ubereinstimmung zwischen den friiheren Zahlen dieser Au- 
toren und meinen nur eine zufillige ist. 

Selbstverstiindlich schlieBt das aber nicht aus, daB auch 
bei meinem Verfahren eine geringe Menge von N-Atomen 
monomethyliert wird. 

Zusammenfassend seien hier nochmals die wichtigsten 
Ergebnisse dieser Untersuchungsreihen angefihrt: 


1. Durch die Methylierungsmethode mit Dimethylsulfat 
gelingt es, Unterschiede zwischen Proteinen zu finden, 
die sich den bisherigen Methoden entzogen haben. 


Sitcom Zeitschr. Bd. 105, S. 111 (1920). 

















































' 
{ 


82 S. Edlbacher, 


2. Es besteht eine Beziehung zwischen freien Amido- 
gruppen und Lysingehalt. 

Im Proteinmolekiil besteht ein primirer Zustand, der, 
wenn einmal gelést, einem sekundaren Zustande weicht. 
4. Zwischen N-Methylzahl und Formolzahl der Proteine 
und ihrer Hydrolysate bestehen gesetzmafige Bezie- 
hungen, die bei einzelnen Klassen von Proteinen ver- 
schiedenen Regeln zu folgen scheinen. 

Jch vermute, daf} die Hauptmenge der eintretenden 
Methylgruppen als Trimethylaminogruppen gebunden 
wird. 


aun 
“ 


Qt 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung von Methylceasein. 


200 g bestes Kahlbaumsches Casein wurden in 2 1 de- 
stilliertem Wasser suspendiert und unter starkem Turbinieren 


und Eiskihlung allmihlich 1 1 10°/ciger Natronlauge, die 


ebenfalls auf —5° abgekiihlt war, im Laufe von '!/2 Stunde 
zugetropft. In diese stark alkalische Lisung wurden nun im 
Verlauf einer weiteren '/, Stunde und unter fortgesetzter 
starker Kiithlung 200 g Dimethylsulfat zugetropft. Dann wurde 
noch 15 Minuten lang turbiniert und nun mit gut gekiihlter 
10%oiger Schwefelsiure angesiuert. Die dicke weibe Aus- 
flockung wurde durch ein Faltenfilter abfiltriert. Der Filter- 
riickstand wurde 3mal in je 1 | Eiswasser suspendiert und 
mit eisgekiihlter 10°/oiger Natronlauge gelist, wieder mit ver- 
diinnter Schwefelsaiure und Natriumsulfatlésung gefallt, die Fial- 
lung jedesmal auszentrifugiert und endlich noch 2 mal in gesit- 
tigter Natriumsulfatlésung aufgeschwemmt und wieder auszen- 
trifugiert. SchlieSlich wurde in einem Tuche gut ausgeprefit. 
Wihrend dieser ganzen Manipulation wurde immer etwas To- 
luol zugesetzt, um sekundire Zersetzungen hintanzuhalten. 

Endlich wurde das Produkt in 80°%%oigem Alkohol in der 
Hitze gelést, mit Ather gefallt und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 170 g. 

Das so erhaltene Produkt ist ein fast rein weifes Pulver, 
das in Wasser gut, noch viel schneiler in heibem Wasser 
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lislich ist. Die wafrige Lésung reagiert sauer und wird 
durch Siéure und Salzlésungen gefallt. In Alkalien ist das 
Methyleasein leicht léslich. 

Die Paulysche Diazoreaktion sowie die Glyoxylsdure- 
probe sind positiv, wihrend die Millonsche Probe erst nach 
’ langerem Kochen positiven Ausschlag gibt. 


\ 


2. Hydrolyse des Methylcaseins. ae 
| 100 g Methylcasein wurden mit 300 g konzentrierter ae 
Schwefelsiure und 600 g Wasser zunichst am Wasserbade bad 
6 Stunden, dann am Paraffinbade 20 Stunden lang hydro- 
lysiert. Aus dem von der Schwefelséure mit Baryt befreiten 
Hydrolysat lieben sich beim Einengen gréfiere Mengen von = 
Leucin isolieren. In den sich ausscheidenden Kristallmassen spe 
war die Schwefelblei- und Millonreaktion immer negativ. ae: 

Das ausgeschiedene Leucin wurde dann wieder mit der 
Fliissigkeit vereinigt und die auf 1 1 verdiinnte Lésung in é 
der iiblichen Weise mit Phosphorwolframsaure gefallt, wozu . e 
ca. 400 g von diesem Reagens notwendig waren. . 

Aus dem Filtrate vom Phosphorwolframsaureniederschlag 
wurden 55,5 g Kristallmasse gewonnen. In dieser ,Mono- 
aminosiurefraktion*® ergab eine Methylimidbestimmung, dai 
kein Methylimid vorhanden war. 

Die ausgefillten Phosphorwolframate wurden nach dem 
Kosselschen Silberbarytverfahren in die Histidin- + Ar- 
gininfraktion und in die Lysinfraktion zerlegt. 

Arginin- + Histidinfraktion: Diazoreaktion positiv. 
Die Lésung wurde auf 100 cem gebracht. 

20 cem dieser Liésung ergaben nach Kjeldahl: 60,4 ccm 
n/10 Saure = 84,56 mg N. 

20 ccm auf 50 ccm verdiinnt, davon 1 ccm: 2,13 mg AgJ. 

Es berechnet sich daraus eine N-Methylzahl = 7,5. 

Lysinfraktion: Diese stellte einen fast farblosen Sirup 
von 16 g dar, der fischartigen Geruch zeigte. Mit alkoholischer 
Pikrinsiure entsteht eine harzige Fallung; ebenso entstehen 
rotbraune Fallungen mit Kalium-Wismuth-Jodid und Jod- 
jodkalium. Es gelang durchaus nicht, daraus irgendwelche 
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kristallisierte Verbindungen abzuscheiden (siehe Skraup 
loc. cit.). 20g Sirup wurden auf 100 cem verdiinnt. 

20 ccm dieser Lisung ergaben nach Kjeldahl: 42,4 cem 
n/10 Saiure = 59,36 mg N. 

20 ccm auf 50 ccm verdiinnt, davon 1 ccm: 14,60 mg Ag J. 

Daraus berechnet sich eine N-Methylzahl = 73,4. 


3. Bemerkungen zur Ausfiihrung der Methylimid- 
bestimmung. 


In dem von mir’) modifizierten Preglschen*) Apparate 
von Herzig-Meyer kommt es manchmal, besonders gegen 
Ende der Reaktion, zu einer 
Verstopfung des aufsteigen- 
den Schenkels des Quarz- 
kélbchens. 

Dies tritt, soweit meine 
Erfahrung reicht, niemals 
ein, wenn man mit kristalli- 
sierten einfachen Substanzen 
arbeitet, wohl aber, wenn es 
sich um schwer zersetzliche 
Produkte handelt, wie Pep- 
tone und Eiweifikérper, oder 
Organe, Serum usw. Um nun 
dieses listige Hindernis aus- 
zuschalten, ist es notwendig, 
einerseits nur eine geringe 
Menge Jodammonium in das 
Kélbchen zu _ geben (ca. 
20 mg), und anderseits habe ich die folgende einfache An- 
derung an dem Apparate angebracht (siehe die Figur). 

Auf das Kélbchen wird durch ein Schlauchstiick (S/) ein 
“| -férmiges Réhrchen fest aufgesetzt. Das obere Ende des- 

















) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 278 (1918). 


*) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse (Springer, 
Berlin 1917). 





a Pa —— a = ree) wm 
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selben ist durch einen Kork verschlossen, durch den durch 
eine feine Bohrung ein Kupferdraht (D) gefiihrt wird, der an 
seinem unteren Ende (etwa dort, wo bie beiden Teile des 
Apparates schraég aneinanderstofien) einen Platindraht aufge- 
léitet trigt. Hat man die Jodwasserstoffsiure eingefiillt, so 
setzt man das | -Réhrchen auf, nachdem man dem Platindraht 
zuerst eine schwache Kriimmung am unteren Ende erteilt 
hat, so daf} er gerade noch durch den engen Schenkel des 
Kélbchens durchgefiihrt werden kann (Kr). Hierauf driickt 
man den Draht, bei D fassend, stark gegen den Boden des 
kélbchens; der Platindraht kriimmt sich nun nach aufwiirts 
und man zieht nun bei D wieder leise zuriick, bis das Ende 
des Platindrahtes in den andern Schenkel des Kélbchens reicht. 
Verstopft sich nun im Laufe der Bestimmung der Apparat, 
so tritt das immer an der Stelle V ein; man braucht dann 
nichts weiter zu tun, als bei D fest nach oben zu ziehen. 
Die gekriimmte Spitze des Platindrahtes reifit dann die fest- 
gebackenen Massen los. 
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Nachweis von Pyrrolkérpern in den Proteinstoffen. 


Von 


N. Troensegaard, Kopenhagen. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1920.) 


Im Jahre 1901 zeigte Nencki in Petersburg, daf} im Himin 
des Blutes und im Chlorophyll der Pflanzen Pyrrolverbin- 
dungen einen sehr wesentlichen Teil ausmachen’). Nencki 
hatte schon 1896 die Ansicht ausgesprochen, daf} diese beiden 
Stoffe eine gleichartige Zusammensetzung hitten, und dafi die 
Proteinstoffe ihnliche Verbindungen enthalten miifiten?). Nach- 
dem er im Jahre 1901 Pyrrolkérper im Hamin und Chlorophyll 
nachgewiesen hatte, sah er seine nichste Aufgabe darin, die- 
selbe Spaltungsmethode an dem animalischen Melanin, dem 
Bilirubin und besonders an gewissen Substitutionsprodukten 
der Proteinstoffe zu versuchen®). Nencki benutzte zu seinen 
Spaltungen eine Mischung von konzentrierter wafriger Jod- 
wasserstoffsdure, Hisessig-Jodwasserstoff und Phosphonium- 
jodid. Er erreichte sein Ziel nicht; ein friiher Tod machte 
seinem Lebenswerk ein Ende. Erst im Jahre 1912 wiesen 
H. Fischer und Rése das Vorhandensein von Pyrrolen im 
Bilirubin nach*). Neneckis Anschauung ist oft umstritten 
worden; so ist W. Kiister 1913 mit Nencki der gleichen 
Ansicht®), waihrend Willstiatter dieser Ansicht nicht bei- 
treten kann, bevor mehr Anhaltspunkte vorliegen®). Es ist 


1) Nencki und Zaleski Bd. 34, S. 997 (1901); Nencki und Mar- 
chelewsky Bd. 34, S. 1687 (1901). 

*) Nencki Bd. 29, S. 2877 (1896). 

5) Nencki und Zaleski Bd. 34, S. 1010 (1901). 

*) H. Fischer, Rése Bd. 45, S. 3274 (1912). 

5) W. Kiister H. 88, 8. 384 (1913). 

6) Willstaitter und Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll S. 5. 
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bis jetzt nicht gelungen, durch chemische Spaltungsmethoden 
ungesattigte Pyrrole aus den Proteinstoffen herzustellen. 

Nenckis Hypothese stimmt mit einer Anschauung iiberein, 
die ich mir von der Zusammensetzung der Proteinstoffe ge- 
bildet habe, nimlich da diese gréftenteils aus heterocyclischen 
Ringen aufgebaut sind, die durch Saéuren, Alkalien und Enzyme 
leicht gespalten werden kénnen, wie ich annehme, weil ein 
eréBerer Teil vom Sauerstoff der Proteinstoffe in den hetero- 
cyclischen Ringen als Hydroxy] vorhanden ist. Solches Hydr- 
oxyl veranlaft naimlich erfahrungsgemiéf eine duferst leichte 
Aufspaltung der heterocyclischen Ringe; es ist anzunehmen, 
dafi diese Ringspaltung auf gleiche Weise geschieht, sowohl 
bei Siure- wie bei Enzymwirkung, wobei sich Aminosiéuren 
hilden, 

Die heterocyclischen Verbindungen, auf die ich meine 
Aufmerksamkeit gerichtet habe, sind Glyoxalin, Pyridin und 
Pyrrolverbindungen. Pyrrolkérper nachzuweisen, ist der Haupt- 
zweck dieser Arbeit gewesen. 

Glyoxalinverbindungen sind schon unter den Spaltungs- 
produkten der Proteinstoffe als Histidin’) und als eine Nitro- 
karbonséure von Glyoxalin®) gefunden worden, 

Gesattigte Pyrrolringe*) befinden sich im Prolin und Oxy- 
prolin *). 

Ich bin zu dieser Arbeit gefiihrt worden, indem sich mir 
vor ungefihr 20 Jahren bei einer zufilligen Reduktion vom 
Proteinstoff des Weizens, dem Gliadin, grofie Mengen von 
Indigo und Skatol bildeten. Der Indigo entstand nach be- 
endeter Reduktion dadurch, dafi die Luft eine ausgeschiedene 
weife Substanz oxydierte, ein ProzeB, den zu wiederholen 
mir jedoch nicht gelungen ist. 

Meine Arbeitshypothese stiitze ich auf verschiedene Uber- 
legungen. 1) Es scheint nahezuliegen, ungesittigte Pyrrol- 
derivate im Proteinstoff des Weizens zu suchen, denn wenn 


1) A. Kossel H. 22, S. 182 (1896). 

*) Carl Th. Mérner H. 101, S. 15. 

*) Emil Fischer H. 33, 8. 151, 163 (1901). 

*) Emil Fischer Bd. 35, 8. 2660 (1902); H. 39, S. 157 (1903). 
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das Weizenkorn keimt, ist es sogleich imstande, Chlorophyll 
aus seinem Proteinstoff zu bilden. Dafi die Lebensfunktion 
im Weizenkorn wihrend des Keimens die gesittigte aliphatische 
Aminosaure in ungesittigte labile Pyrrolverbindungen umbilden 
sollte, finde ich unwahrscheinlich. 2) Von den organischen 
Verbindungen der drei Hauptgruppen, aus denen sich der 
lebendige Organismus aufbaut, nimlich Kohlehydraten, Fetten 
und Proteinstoffen, zeigen die zwei ersten Gruppen eine grofe 
Ubereinstimmung in der Zusammensetzung der Spaltungs- 
produkte, wiéhrend die Spaltungsprodukte der Proteinstoffe 
héchst ungleich sind. 

Die Mannigfaltigkeit und Ungleichheit der Spaltungs- 
produkte stimmt sehr schlecht mit der grofien Gleichartigkeit 
iiberein, die man in der elementaren Zusammensetzung der 
Proteinstffe findet; besonders habe ich es merkwiirdig ge- 
funden, wenn der Stickstoffgehalt der Aminosiuren von 8° 
im Tyrosin bis zu 32°/o im Arginin variiert, daf} man dann 
keine genuinen Proteinstoffe gefunden hat, deren Stickstoff- 
gehalt sich diesen Grenzzahlen nihert. 

Auch mufs auf die Schwierigkeiten hingewiesen werden, 
bei verschiedenen Spaltungen, gleichartige Analysenresultate 
der Spaltungsprodukte eines Proteinstoffes zu erhalten. 

Es ist auffallend, daf} die Aminogruppen in den alipha- 
tischen Aminosiuren meistens in der a-Stellung stehen. Dieses 
Verhiltnis kann eine wahrscheinliche Erklirung durch die 
Hypothese erhalten, daf} die Aminosiuren durch Spaltung von 
labilen Oxypyrrolen entstehen. 

In Ubereinstimmung mit Pilotys Formeln fiir Himin 
und Bilirubin (vgl. Formel I S. 89) kann man annehmen, dab 
das Proteinmolekil Ringsysteme enthilt, die aus drei Oxy- 
pyrrolkernen zusammengesetzt sind, wie in Formel II an- 
gedeutet; ein Benzolring entsteht dann als innerer Kern. Aus 
einem solchen Kérper kénnen aliphatische Aminosiuren mittels 
Hydrolyse abgespalten werden, indem fiir jeden Oxypyrrolring, 
der gespalten wird, zwei Molekiile Wasser aufgenommen 
werden. Nach dem aus Formel II angedeuteten Zersetzungs- 
schema bildet sich dann Alanin. Wenn die markierte Methyl- 











gruppe durch Homologe des Methyls ersetzt ist, werden andere 
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aliphatische «-Aminosduren hieraus abgeleitet. Gleichzeitig 
erklirt die Formel IJ das Vorhandensein des Benzolringes in 
den Spaltungsprodukten der Proteinstoffe. Ebenso sieht man, 
dafi Asparaginsiiure und Glutaminséiure abgespalten werden 
kénnen, falls man die Oxypyrrole durch Oxyphonopyrrolcarbon- 
siuren ersetzt. 
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Ringsystem im Hamin nach Piloty’). 


Ps 
sol 
HOH C 
4 IN Ps 
N C C 
of Nei a \ 
H,U—C C I—N 
nat oe ee 
| 
OH -C C C 
C ) 
= H a oF %& 
ont 8 
Formel II: 


Provisorisches Modell des Ringsystems der Proteine. 


Man kann sich das Entstehen des Histidins denken, falls 
ein Wasserstoffatom in der Methylgruppe des Pyrrols durch 
einen Glyoxalinring ersetzt wird. Das Entstehen von Phenyl- 
alanin und Tyrosin ist denkbar bei der Spaltung von drei- 
kernigen Oxypyrrolsystemen durch Abspaltung zweier Pyrrol- 
reste. Die Anwesenheit des Tryptophans in den Spaltungs- 





) Piloty, Stock und Dérmann A. 406, 8. 353 und 356. 
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produkten der Proteinstoffe lift sich auch durch dieselbe 
Theorie erkliren, und auch meine Beobachtung der Bildung 
gréfierer Mengen von Indigo und Skatol bei Reduktion des 
Gliadins und ihre Bildung durch Alkalischmelze stiitzt die An- 
schauung, daf} die Aminosiuren Spaltstiicke von Oxypyrrolen 
sind. Die Aufstellung der bestimmten Trioxypyrrolformel II 
ist natiirlich nur geschehen, um meinen Gedankengang klar- 
zulegen, und nicht in der Meinung, dafi die Zusammensetzung 
der EiweiSkérper gerade durch sie genau ausgedriickt werden 
sollte. Ich bin durchaus damit vertraut, dafi nicht bei den 
B-Oxyindolen sondern bei den a-Oxyindolen sich der Pyrrol- 
ring durch Alkalien 6ffnen laffit; wie die Spaltung geschieht, 
wenn drei Oxypyrrolkerne vorhanden sind, ist jedoch unbe- 
kannt. Mein Hinweis auf Pilotys Pyranthracensysteme im 
Hamin berechtigt mich einigermafien dazu, meine Theorie auf- 
zustellen, insofern sich ungesattigte Pyrrolkérper in den Pro- 
teinstoffen nachweisen lassen. Dies ist mir auch gelungen. 

Wenn man Proteinstoffe spalten will, um ungesiattigte 
Pyrrole nachzuweisen, muf} die Spaltung so unternommen 
werden, daf} man die Aussicht hat, eventuell entstandene Pyr- 
rolkérper isolieren zu kénnen; deshalb sind die bis jetzt an- 
gewandten Spaltungsmethoden fiir Proteinstoffe unanwendbar. 

Ich habe mich besonders mit dem fiir den Weizen typi- 
schen Proteinstoff Gliadin und mit Gelatine beschiftigt, die 
beide als die am einfachsten zusammengesetzten Proteinstofie 
betrachtet werden miissen. Teils durch Kjeldahls') und Os- 
bornes®), teils durch Gréh und Friedls*) Untersuchungen 
ist erwiesen worden, daf} Gliadin aus einem einzigen Protein- 
stoff besteht. 

Um die Zersetzung eventuell gebildeter Pyrrolverbin- 
dungen zu umgehen, habe ich mich bemiiht, wasserhaltige 


1) Kjeldahl, Bied. Central. Bd. 25, S. 197-199 (1896); Meddeleser 
fra Carlsberglaboratoriet Bind V, XII (1903). 

2) Osborne and Vorhees, Amer. Chem. Journ. Bd. 15, 8. 392 
(1898). 

8) Grdh und Gustav Friedl, Biochem. Zeitschr. Bd. 66, 8. 154 
bis 164 (1914). 
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Lésungsmittel zu vermeiden, und habe versucht, Radikale ein- 
zufihren, welche die Pyrrolgruppen wihrend der Spaltung 
stabilisieren kénnen. Da saure Radikale die Pyrrolkérper 
stabilisieren, wihrend basische Radikale in entgegengesetzter 
Weise wirken, diirfte eine Acetylierung zweckmifig sein. 
Die Proteinstoffe, die ich untersucht habe, lassen sich jedoch 
nicht direkt acetylieren; nachdem sie aber in wasserfreiem 
methylalkoholischen Kali gelést worden sind, gelingt es leicht. 

Gliadin lést sich recht schnell im wasserfreien methyl- 
alkoholischen Kali, besonders wenn es bei 130° getroecknet 
worden ist und das Kalihydrat durch Schmelzen annahernd 
entwissert ist. Bei der Lésung im wasserfreien methylalko- 
holischen Kali entwickelt sich im Gegensatz zu dem Ver- 
halten bei der Lésung in wasserhaltigem Kali kein Am- 
moniak; erst bei lingerem Kochen werden geringe Mengen 
entwickelt. 

Die methylalkoholische Gliadinlésung wird von Athyl- und 
Amylalkohol nicht gefallt und der Methylalkohol kann nach 
dem Zusatz von Athyl- oder Amylalkohol abdestilliert werden, 
ohne dafi der Proteinstoff gefillt wird. Das Kalihydrat in 
der methylalkoholischen Lésung lafit sich mittels Essigester 
und einigem Kochen neutralisieren; man entgeht dadurch der 
Wasserbildung. Kine Neutralisierung mit Kohlensiure oder 
anderen Siuren ist nicht anwendbar, da der Proteinstoff mit 
denselben reagiert und ginzlich oder teilweise gefallt wird. 

Die neutralisierte methylalkoholische Lésung wird im Va- 
kuum eingedampft und auf gewdhnliche Weise mit wasser- 
freiem, essigsaurem Natron und Essigsiureanhydrid acetyliert. 
Das acetylierte Gliadin wird in Chloroform gelést, indem die 
Feuchtigkeit der Luft ferngehalten wird; man laBt es 24 
Stunden in einem Kisschrank stehen, wobei eine Verbindung 
CH, COOK, (CH, CO), 0') gefallt wird. Das acetylierte Gliadin 
wird mit wasserfreiem Ather gefallt und gut ausgewaschen. 

Das acetylierte Gliadin laft sich in Eisessig, Pyridin, 
Chloroform und Methylalkohol lésen, dagegen nicht in Wasser. 


') H. Franzen, Bd. 41, S. 3641. 
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Durch Behandlung mit Wasser wird es zersetzt und in Chloro- 
form unléslich. Ca. 3°/, des gesamten Stickstoffes lassen sich 
nach van Slykes Methoden als Aminostickstoff bestimmen. 

Das acetylierte Gliadin enthalt von 0,3 bis 1,02 aquivalente 
Acetyl fiir je einen Stickstoff; die eingefiihrte Menge hangt 
davon ab, wie lange man mit Methylalkohol und mit Essig- 
siureanhydrid kocht. Kocht man '/, Stunde mit Methylalkohol 
und 8 Minuten mit Essigsiureanhydrid, so erhalt man ein 
Produkt, welches 36,8°/, Acetyl und 11,7°/, Stickstoff ent- 
halt, oder annahernd ein Acetyl fiir jedes Stickstoffatom. Das 
im Vakuum getrocknete acetylierte Gliadin verliert bei Er- 
hitzen bis 110° im Hochvakuum 6—10°/, im Gewicht, teils 
Ather, teils ein Teil des gebundenen Acetyls; man muf des- 
halb sowohl Erwirmung als Feuchtigkeit vermeiden. 

Das mit héchst verschiedenen Prozentzahlen Acetyl ace- 
tylierte Gliadin enthalt annahernd dieselbe Menge Stickstoff, 
nimlich ca.11,7°/,; es miissen also bei der Acetylierung kohlen- 
stoffhaltige oder sauerstoffhaltige ‘Teile aus dem methylierten 
Gliadin verschwinden, die dem Gewicht nach das hinzukom- 
mende Acetyl aquivalieren miissen. 

Lést man das acetylierte Gliadin in wasserfreier Essig- 
sdure ohne Erwirmung und fallt es mit Jodwasserstoff, der 
in Essigséure gelést ist, so wird ein Jodid kristallinischen 
Charakters unter teilweiser Abspaltung von Acetyl oder Acetat 
gefallt. Dieses Jodid lafst sich in Pyridin und Alkohol lésen, 
dagegen nicht in Wasser, welches es nach einiger Zeit zer- 
setzt. Solche Jodide werden sich sicher zu einem genaueren 
Studium der Proteinstoffe eignen. 

Sucht man das Jodid des Gliadins durch teilweise Lésung 
in Methylalkohol zu fraktionieren, so gibt es keinen gréfieren 
Unterschied zwischen dem Jod- und Stickstoffgehalt der beiden 
Fraktionen. 

Das Jodid ertrug Erhitzen bis zu 100° im Hochvakuum 
und verlor dadurch 3°/o an Gewicht. Obengenanntes ace- 
tyliertes Gliadin mit 36,8°/o Acetyl ergab ein Jodid, das 
10,0°/o Acetyl und 9,53°/o Stickstoff enthielt. 

Alle die Proteinstoffe, die ich untersucht habe, lassen sich 
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in obengenannter Weise in Methylalkohol lésen, acetylieren 
und mit Jodwasserstoff fallen; bei einigen ist das Jodid in 
Essigsiure-Jodwasserstoff léslich, kann dann aber mit wasser- 
freiem Ather gefallt werden. 

Um die gewiinschten Pyrrole zu erhalten, lést man das 
acetylierte Gliadin in wasserfreier Essigsiure; am besten be- 
nutzt man Préiparate mit 17—27°/o Acetyl, also nicht vdllig 
acetylierte. Danach wird mit 40°/o Hisessig-Jodwasserstoff 
cefillt. Beim Erwiérmen in einem Wasserbad lést sich das 
zuerst ausgeschiedene Jodid, bei weiterer Erwirmung wih- 
rend 5 Minuten beginnt aber ein anderes Jodid sich abzu- 
scheiden; in diesem Augenblick setzt man tropfenweise eine 
geringe Menge konzentrierte wiabrige Jodwasserstoffsiure 
hinzu; so viel, dafi die zweite Abscheidung verhindert wird; 
danach erwirmt man es im kochenden Wasserbad 10 Minuten 
lang, entfernt darauf das abgeschiedene Jod mit Phosphonium- 
jodid und méglichst wenig Wasser. Die Lésung ist klar 
und es finden keine Melaninbildungen statt, selbst bei star- 
kerem Erhitzen mit dem Jodwasserstoff. Die Melaninbildung 
bei gewoéhnlicher Séurenspaltung stammt wahrscheinlich von 
den jetzt nachgewiesenen Pyrrolen. Man kiihlt die Lésung 
mit Eis, verdiinnt mit dem gleichen Volumen Wasser und neu- 
tralisiert unter Eiskiihlung mit Kjeldahl-Natron zu schwach 
alkalischer Reaktion. Die gesuchten Pyrrolkérper lassen sich 
dann mittels tiberhitztem Wasserdampf abdestillieren. 

Sie haben die charakteristischen Eigenschaften der Pyr- 
role, indem sie scliwache Basen sind, die sich nicht mit Lack- 
mus titrieren lassen, in Wasser schwer léslich sind und mit 
Ather daraus ausgeschiittelt werden kénnen. Lat man sie 
in verdiinnter Schwefelsiure stehen, entsteht ein crangegelber 
Niederschlag, sie verleihen einem mit Salzsiure befeuchteten 
Fichtenspan eine stark rote Farbe und geben die charak- 
teristische Pyrrolreaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd. 

Die entstandenen Pyrrolbasen sind Mischungen verschie- 
dener Pyrrolkérper, denn wenn einem eine gute Pyrrolaus- 
scheidung gelingt und man bei der Dampfdestillation in zwei 
Fraktionen fraktioniert, so zeigen diese deutlich verschiedene 
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Farben bei der Aldehydreaktion und geben auch verschiedene 
Absorptionsspektra im Spektroskop. Ein ganz kleiner Teil 
der Pyrrolkérper geht nicht mit den Wasserdimpfen iiber, 
kann aber mit Ather ausgeschiittelt werden; diese 3. Frak- 
tion gibt eine stark weinrote Aldehydreaktion und wieder ein 
veraindertes Absorptionsspektrum. 

Die gréfite Menge Pyrrolkérper, die ich erlangt habe, 
macht 6°/o des gesamten Slickstoffes aus; da aber verschie- 
dene Umstinde beim SpaltungsprozeH darauf deuten, daf} die 
Pyrrolkérper als Spaltungsprodukte gréferer, sehr labiler 
Komplexe entstehen, so erwarte ich, dafi spiiter bedeutend 
mehr Pyrrolkerne nachgewiesen werden kinnen. Die Bildung 
der Pyrrole ist nimlich dadurch bedingt, dafi man bei der 
Neutralisation der wifrigen, essigsauren Jodwasserstofflisung 
mit Natron eine délhaltige Ausscheidung erhialt, lange bevor 
die Lésung alkalisch wird; hat man erst die Neutralisierung 
erreicht und die Lésung schwach alkalisch gemacht, klart 
sich die Fliissigkeit ab, und die Pyrrolkérper entstehen, indem 
die Fliissigkeit deutlich nach Dippels Ol riecht. 

Die labile 6lartige Ausscheidung in saurer Fliissigkeit ist 
wie die Phonopyrrolkarbonsiure in Ather léslich, lat sich 
aber sehr schwer festhalten. 

Die Empfindlichkeit bei der Reaktion des Pyrrolnach- 
weises gegeniiber Anwesenheit von Wasser ist dadurch cha- 
rakterisiert, dafi’ das Entstehen der Pyrrolkérper ausbleibt, 
falls die Essigsiiure, die man zur Lésung und zum Jodwasser- 
stoff gebraucht, 3°/,, Wasser enthalt. 

Das Himoglobin enthilt 90°/o Globin und 10°/o Hamin, 
und es wire ein ansprechender Gedanke, wenn das Gliadin 
eine dhnliche Menge Pyrrolverbindungen enthielte; allein wenn 
die Spaltung niher gepriift wird, werden sicher gréfere 
Mengen Pyrrolverbindungen konstatiert werden. Gréfere 
Pyrrolkomplexe zu spalten bereitet immer grofie Schwierig- 
keiten, die gesteigert werden, wenn Jod und Sauerstoff fort- 
geschafft werden sollen; es spielen gleichzeitig so viele vari- 
ierende Faktoren mit, namentlich kann man nicht erwarten, 
alles Jod bei der kurzen Erwirmung abspalten zu kénnen. 
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Ehe ich an diese Arbeit ging, habe ich andere Wege 
versucht, um Pyrrole im Proteinstoff nachzuweisen, und 
es ist mir auch gelungen, Pyrrole nachzuweisen, indem ich 
eine amylalkoholische Lésung von Gelatine mit Natrium 
hydrierte. 

Die gereinigte Gelatine wird im Vakuum iiber Schwefel- 
siure, danach in schwachem Wasserstofistrom und Vakuum 
bei langsam steigender Temperatur bis zu 160° getrocknet. 
Die Gelatine darf in dem darin vorhandenen Wasser nicht 
schmelzen. Einige Gramm der auf diese Weise getrockneten Ge- 
latine und eine gleiche Menge nicht getrockneter Gelatine — 
unter Riicksichtnahme auf den Wassergehalt — wurde im 
gleichen Wasserbad mit gleichem Quantum Natriumhydroxyd- 
lésung hydrolyisiert. Es zeigte sich, dafi die Lésungen gleich- 
viel Aminostickstoff, durch van Slykes Methode bestimmt, 
enthielten, so dafi ich annehme, daf die stattgefundene Trock- 
nung keine durchgreifenden Verinderungen in der Zusammen- 
setzung der Gelatine veranlabt hat. 

30 g der getrockneten Gelatine werden in wasserfreiem, 
methylalkoholischem Kali gelést, das Kalihydrat mit Essigester 
neutralisiert. Man setzt ein wenig Amylalkohol hinzu und 
destilliert den Methylalkohol ab. Die breiartige Masse lést 
man in wasserfreiem Amylalkohol und hydriert mit Natrium. 
Von siimtlichem Stickstoff in der methylalkoholischen Lésung 
waren 3°/o als Aminostickstoff — nach der van-Slykeschen 
Methode bestimmt — vorhanden. Wurde nicht getrocknete 
Gelatine benutzt, fand sich bedeutend mehr Aminostickstoff 
vor. Man neutralisiert die hydrierte Lisung mit Kohlensiure, 
spaltet sie mit Wasser und schiittelt sie mit Ather aus. Die 
iitherische amylalkoholische Schicht wird mit Wasser ausge- 
schiittelt, unter anderem, um das letzte Alkali und die Basen 
fortzuschaffen, die auch in Wasser ldslich sind. Der Ather 
und der Amylalkohol mit Pyrrolen wurden abdestilliert, letz- 
terer im Vakuum und schwachem Wasserstoffstrom; die nicht 
fliichtigen Pyrrolbasen lassen sich dann in Ather lésen. Sie 
zeigen die gewdhnlichen Pyrrolreaktionen. Es entsteht ein 
Gemisch von Pyrrolkérpern, sowohl von fliissigen als festen, 















ste ae IN HO EEE 5 








96 N. Troensegaard, é 


die meisten fliissigen gehen mit dem Amylalkohol iiber und 
werden mit Saéure aufgenommen. 

Unterlift man es, die amylalkoholische Schicht mit 
Wasser auszuschiitteln, so erhalt man auch stirkere Basen, 
die in Ather unléslich, dagegen in absolutem Alkohol ldslich 
sind; ich vermute, dai es Pyrroline sind. 

Ich habe auch 10°/o Athylalkohol in Amylalkohol ange- 
wandt. 

31/29 des gesamten Stickstoffes gewann ich als Pyrrol. 
Man kann bei dieser Spaltungsmethode keinen grofen Ertrag 
erwarten. 

Bei der Hydrierung entwickelte sich Ammoniak, 4—6°/o 
der gesamten Stickstoffmenge entsprechend. 

Zu der waBrigen Schicht, die vom Amylalkohol getrennt 
ist, wurden 60 cem n. NaOH gesetzt. Die Lésung wurde im 
Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft, gegen Ende in 
schwachem Wasserstoffstrom, um das Wasser zu entfernen. 
3 ccm-normal Base, die weder Ammoniak noch primaéres Amin 
enthielt, wurden abdestilliert, und die Salzmasse wurde mit 
absolutem Alkohol ausgezogen. Aus der alkoholischen Lésung 
wurden Kali und Natrium mit einem UberschuB von 50°/o 
Schwefelsiure gefallt. Das Filtrat wurde, um die Essigsaure 
zu entfernen, im Vakuum eingedampft. Die Masse wurde in 
Wasser gelést, und die Schwefelsdure wurde mit berechnetem 
Barytwasser gefallt. Das Filtrat wurde eingedampft und war 
fast vollstandig léslich in absolutem Alkohol. 60°/o des Stick- 
stoffes der urspriinglichen wafrigen Lésung waren darnach in 
Alkohollésung. Von diesem Stickstoff waren 52,5°/o formol- 
titrierbar nach Sérensens Formoltitriermethode fiir Amino- 
stickstoff, wahrend nach van Slykes Methode nur 36,1°/o zu 
bestimmen waren. Der in Alkohol ungeléste Stickstoff ergab 
66,4 °/o formoltitrierbaren und 53,0°o van Slykeschen Stick- 
stoff. 

Dieser Unterschied, der bedeutend gréBer ist als bei ge- 
wohnlichen Saéurespaltungen, muf} mehreren hydrierten, hetero- 
cyclischen Ringen, Pyrrolin- oder Pyrrolidin-Derivaten zu- 
geschrieben werden; diese lassen sich namlich nicht durch 
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van Slykes Methode bestimmen, sind aber im wesentlichen 
formoltitrierbar. Dies gibt auch fiir meine Theorie einen vor- 
liufigen Stiitzpunkt ab. 

Unter den Basen, die gebildet werden, finden sich keine 
primiren Amine; die Carbylaminreaktion war negativ. 

Aus dem Angefiihrten geht hervor, dai die Spaltungs- 
produkte sich nicht wie die Sdéurespaltungsprodukte verhalten. 


Experimenteller Teil. 


Herstellung von Gliadin. Man knete nordamerikani- 
schen Friihjahrsweizen zu einem Teig und wasche das Gluten 
in einer grofen Zentrifuge oder beim Kneten unter rinnendem 
Wasser aus. Wenn die meiste Stiirke ausgewaschen ist, knete 
man das Gluten einige Male reichlich in eiskaltem, destillier- 
tem Wasser. Dann reife man das Gluten in kleinere Stiicke 
und bringe es in Athylalkohol von einer solchen Starke, daf 
es 60°/o Alkohol enthilt, wenn das Wasser im Gluten mit- 
gerechnet wird. Darauf lasse man es einige Tage bei 25 bis 
35° stehen und schiittele es hiaufig. 

Die Lésung wird abgegossen und die Behandlung des 
Glutens mit neuem Alkohol etliche Male wiederholt. Die 
Lésungen werden bei ca. 8° einige Tage hingestellt, wodurch 
sich ein Bodensatz sammelt, und nach Dekantierung davon 
werden sie filtriert. Aus den Liésungen wird dann das Gliadin 
in Kaltemischungen ausgefroren. Die alkoholische Mutter- 
lauge, welche noch einen kleinen Teil Gliadin enthielt, kann 
danach zu neuem Auszug benutzt werden. 

Das ausgefrorene Gliadin behandle man danach mit Ather, 
bis alles Ol geldst ist. 

Das Gliadin wird dann nochmals in 60°/oigem Alkohol 
gelist, filtriert und ausgefroren. Dies wiederholt man noch 
einmal, nachdem das Gliadin mit reichlich eiskaltem, destil- 
liertem Wasser durchgeknetet worden ist. Das zuletzt aus- 
gefrorene Gliadin knete man zu wiederholten Malen mit ab- 
solutem Alkohol, damit es trockne, lasse es schlieflich ein 
paar Tage mit absolutem Alkohol stehen, trockne es danach 
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teilweise im Vakuum iiber Schwefelsiure. Um die Zeit, wo 
das Gliadin eine Pasta, etwas trockener als Bickereihefe, 
bildet, lat es sich leicht pulverisieren, und man siebt es dann 
durch Miillergaze Nr. 11 oder 12; wird es zu alkoholfrei oder 
nimmt es etwas Feuchtigkeit auf, ist es sehr schwer zu pul- 
verisieren. 

Das Verfahren ist zum Teil nach Kjeldahl. 

Die angewandte Gelatine wurde aus franzésischer Han- 
delsware mit der Marke ,Gold“ dargestellt. Die Gelatine 
wurde an Metallfiiden in einem Glasgefif} aufgehingt, wo sie 
mit kaltem, toluolhaltigem Wasser ausgewaschen wurde, welches 
dreimal vorsichtig erneuert wurde. Nach 2 Tagen wurde sie 
auf einem Netz und darauf iiber Schwefelsiure schnell ge- 
trocknet. Der Aschengehalt in der Gelatine sank von 1,2 °/o 
bis 0,3°/o. Die ausgewaschene Gelatine lést sich in methyl- 
alkoholischem Kali schneller als die nicht ausgewaschene, und 
zwar fast vollstindig klar. 

Der Methylalkohol wurde durch Destillation mit Kali- 
hydrat, nachher mit Calcium gereinigt. 

Das Kalihydrat wurde durch Schmelzen in einem Silber- 
tiegel teilweise entwissert. 

Was die Essigsiure betrifft, ist Kahlbaums KEssigsiure 
— frei von héheren Homologen — benutzt worden; diese 
enthalt 0,3—0,4°/o Wasser und wurde in einem Kolben mit 
daraufgeschliffenem Kiihler 4 Stunden mit 5°/oigem Essig- 
sdureanhydrid gekocht. In der Essigsiure befand sich danach 
ein kleiner UberschuB an Essigsiureanhydrid. Der Jodwasser- 
stoff ist nach Travers (Experimentelle Untersuchung von 
Gasen) hergestellt worden. 

Es wurde dafiir gesorgt, daf} die Feuchtigkeit und der 
Sauerstoff der Luft wihrend der Absorption vom Jodwasser- 
stoff in der Essigsiure ferngehalten wurde. Die Essigsiure 
enthielt 45° HJ; sie wurde so aufhewahrt, dafi sich die 
Feuchtigkeit der Luft fernhalten lieS; eine Uberbindung mit 
Gummihaube ist notwendig. 

Um Pyrrolbasen vom Gliadin abzuspalten, wendet man 
Gliadin an, das im Vakuum bei 70° und schwachem Wasser- 
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stoffstrom vorsichtig getrocknet worden ist. Wenn man 
Gliadin anwendet, welches vorsichtig bei 130° getrocknet ist, 
lést dieses sich schneller. Ob das stark getrocknete Gliadin 
vorzuziehen ist, miissen spiaitere Versuche zeigen. 

Man riihrt 20 g pulverisiertes Gliadin in 60 ccm wasser- 
freiem Methylalkohol auf, setzt 140 cem wasserfreien 0,8 °/oigen 
normalen methylalkoholischen Kali hinzu und kocht 15 Minuten 
auf dem Wasserbad. Die Dauer des Kochens richtet sich 
einigermafien nach der gréferen oder geringeren Feinheit 
des Gliadins. 

Man neutralisiert das Kalihydrat mit 20 g wasserfreiem 
Essigester und kocht es leise in 10 Minuten. Bei der Kiihlung 
wird eine geringe Menge Stoff gefiallt, welcher durch Filtrie- 
rung entfernt wird. Setzt man mehr Methylalkohol hinzu, 
veranlafjt er eine verhiltnismiBig geringe Ausscheidung. 

Die Lésung wird im Vakuum bei 60° bis zur Trockenheit 
eingedampft. Vor Schluf entfernt man den letzten Methyl- 
alkohol bei schwachem Wasserstoffstrom. 

20 g frisch entwissertes, pulverisiertes, essigsaures Natron 
wird zugesetzt und danach 10 Minuten lang in einem Glycerin- 
bad bei 180° mit 80 ccm Essigsiureanhydrid (vorher bis zum 
Kochpunkt erwarmt) acetyliert. Es entsteht reichlich essig- 
saures Methyl. Man destilliert das Essigsiureanhydrid im 
Vakuum annihernd ab und lést das acetylierte Gliadin bei 
schwacher Wirme in trocknem Chloroform. Diese Lésung 
wird iiber Nacht in einen Kisschrank gestellt, ohne filtriert 
zu werden; eine Verbindung von essigsaurem Kali und Essig- 
siureanhydrid wird ausgeschieden. Nach der Filtrierung wird 
mit wasserfreiem Ather gefallt, den Ather entfernt man im 
Vakuum. Man mufi schnell arbeiten, um Wasseraufsaugung 
zu verhindern, da diese Essigsiure abspaltet; ist der Stoff 
erst itherfrei, ist er nicht so geneigt, Wasser aufzunehmen. 

Um das vdllig acetylierte Gliadin mit einem Acetyl fiir 
je einen Stickstoff zu erhalten, kocht man ein wenig linger 
mit methylalkoholischem Kali und acetyliert etwas linger; 
es gelingt jedoch nicht immer, den viéllig acetylierten Stoff 
herzustellen. 
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Die Acetylbestimmung wurde nach Wenzels Methode!) 
vorgenommen. 0,4 g Stoff wurden 1'/, Stunden in kochendem 
Wasser mit 3 ccm Schwefelsiure (2 + 1) und weiteren 3 cem 
Wasser hydrolysiert. Bei Acetylbestimmungen im Jodid wurde 
Ag, SO, hinzugesetzt. Bei den Acetylbestimmungen entstand 
eine sehr geringe Menge schwefelige Siure allein, ohne auf 
das Resultat zu influieren. Oben angefiihrte Analyse gab 
0,005 cem normal schwefelige Siéiure. Lackmus wurde als In- 
dikator benutzt. 

Das acetylierte Gliadin enthielt eine recht grofie Menge 
Ather, welches bei Erwirmung im Vakuum mit einiger Essig- 
siiure oder Anhydrid verschwindet. 

Aus der beigefiigten Tabelle sieht man einige Versuchs- 
resultate; trotz des sehr variierenden Acetylgehaltes ist der 
Stickstoffgehalt recht konstant. 

Bei den drei letzten Versuchen wurde Gliadin benutzt, 
welches bei langsam gesteigerter Temperatur, bis 130°, im 
Vakunm getrocknet wurde. 





pra | Mer | Dauer | gC™ | 9, |Millimol one 
zi ; ry Acaty- siete - ie 0. 0 i ae bias Te 
parat | Kochens der Acety siiurefiir|CH,CO] | N /o N N Nr. 
mit KOH lierung @ Stoff pro g 





1a | 17, Std. | 5 Min. | 4,35 | 18,66] 80 | 11,2 | 0.545 | 1 
5 , | 386 | 166 | ~2 | 11,5 | 047 

la Fe ig EE og 8,54 | 36,8 8,38 | 11,7 | 1,02 3 
a = 0,22 22,4 8,48 11,9 0,617 4 

la — _ 6,26 | 27,0 8,7 12,2 0,72 5 
la We ay ae 5.2 24,6 _ — — 6 
ch ERY, 4 a 2 6,34 | 27,3 8,35 | 11,7 0 76 7 
1d {5 Min. — 3,68 15,9 8.23 | 11,5 0,448 | 8 
le 23 ae 4,80 | 21,6 8,04 | 11,25] 0,598 | 9 
le BO > » 4,07 17,5 8,35 Ss 0,487 | 10 
Das Jodid von Nr. 3 enthielt | 2,24 10,0 6,6 9,53 0,34 


























Die Jodwasserstoffspaltung wurde in einem kleinen Frak- 
tionskolben in trockenem Kohlenséiurestrom unternommen. 
Man muf} aufpassen, daf} die Dampfe des Wasserbads 


') M. 18, S. 659 und Hans Meyer, Analyse und Konstitutions- 
ermittlung 8. 540. 
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yon dem starken Essigsiure-Jodwasserstoff nicht aufgezogen 
werden. 

Man lést 1 g acetyliertes Gliadin im Fraktionskolben in 
5 cem wasserfreier Essigsiure ohne Erwairmung und setzt 
25 ecm 40°/oigen Essigsiure-Jodwasserstoff hinzu. Der Kolben 
darf nicht geschiittelt werden, ehe das Jodid abgeschieden ist. 
Dann erwirmt man vorsichtig in einem vorher bis 60° er- 
wirmten Wasserbad und schiittelt leise, bis die Lésung voll- 
endet ist. Jetzt erwirmt man den Kolben weiter im Wasser- 
bad; wenn die Temperatur bis auf ca. 80° gestiegen ist, be- 
ginnt ein zweites Jodid sich abzuscheiden; dies verhindert 
man dadurch, da man tropfenweise einen stark wifrigen Jod- 
wasserstoff (Vol.-Gew. 2,0), 0,8—1 ccm hinzusetzt. Das Wasser- 
bad muf} danach 10 Minuten lang kochen; das abgeschiedene 
Jod entfernt man bis zu heller Braunfiirbung mit kleinen 
Stiicken Phosphoniumjodid, ca. 0,5 g, im Laufe weniger Mi- 
nuten; kurz vor dem Schluf setzt man ein paar Tropfen 
Wasser hinzu. Danach wird mit Eis gekiihlt, mit gleichem 
Volumen kaltem Wasser verdiinnt und unter Eiskiihlung mit 
Kjeldahl-Natron aus einer Biirette neutralisiert. Die Pyrrol- 
kérper lassen sich dann mit iiberhitzten Wasserdimpfen ab- 
destillieren. } 

Die Reaktion ist nur richtig verlaufen, sofern bei der 
Kiihlung der Essigsiurelésung eine reichliche kristallinische 
Abscheidung entsteht, und auch eine milchartige Abscheidung 
bei der Neutralisierung mit dem Kjeldah|l-Natron. 

Die Menge der Pyrrolkérper habe ich ein paarmal durch 
Stickstoffbestimmung nach Dumas’ Methode bestimmt. Die 
Pyrrolkérper wurden mit Ather ausgeschiittelt und wieder in 
verdiinnte Schwefelsiure iibergefiihrt und in dieser Lésung 
auf das zur Verbrennung nétige Kupferoxyd gegossen. 

EKinen Mafistab fiir das Gelingen der Reaktion gibt einem 
die Benzaldehydprobe. 


Die Gelatinespaltung. 


Man list 30 g getrocknete, pulverisierte Gelatine mit- 


tels Kochens in 300 cem 0,8 n. wasserfreien, methylalko- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. . 
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holischem Kali und neutralisiert annihernd mit 25 cem Essig- 
ester, indem man 10 Minuten lang kocht. Danach setzt man 
50 ccm wasserfreien Amylalkohol hinzu und destilliert den 
Methylalkohol, zuletzt im Vakuum. Die Masse wird in 250 cem 
wasserfreiem Amylalkohol gelést und die Liésung mit 25 ¢ 
Natrium hydriert. Die Hydrierung wurde in einem dreihal- 
sigen Kolben unternommen, der in einem Olbad erhitzt wurde. 
Die Reaktionstemperatur war 110°, bis zu 150° steigend. Die 
Natriumzufuhr geschah durch eine Schliisse, geniigend fein- 
geschnitten. Hierdurch wurde es médglich, die entwickelte 
Wasserstoffmenge und Ammoniak zu bestimmen. 





Durch meinen Beitrag zur Klirung der Zusammensetzung - 
der Proteinstoffe habe ich ihre Verwandtschaft mit dem Hiimin 
des Blutes und dem Chlorophyll der Pflanzen nachgewiesen, 
die Nencki und andere Gelehrte vergebens nachgeforscht 
haben. Zugleich habe ich den ersten Beweis fiir die Berech- 
tigung meiner Theorie von der Zusammensetzung der Protein- 
stoffe gegeben. Daf} die nachgewiesenen Pyrrole als Oxy- 
pyrrole vorhanden sein miissen, scheint mir zweifellos, auch 
weil man die Pyrrole durch Nenckis Spaltungsmethode mit 
wifrigem Jodwasserstoff nicht nachweisen kann. Ich werde 
meine Untersuchungen fortsetzen, doch hoffe ich, daf} andere 
Gelehrte meine Methoden zu weiterer Entwickelung aufnehmen 
werden; die Aufgaben sind so vielfaltig, dab sie die Kriafte 
eines einzelnen Mannes bei weitem iibersteigen. Wohlgeeig- 
nete Methoden zur Deoxydierung der Proteinstoffe zu finden, 
um danach einen gréfieren Ertrag von Pyrrolen zu erhalten, 
ist eine Aufgabe fiir kiinftige Forschung. Die bis jetzt be- 
nutzten Spaltungsmethoden fiir Proteinstoffe bediirfen einer 
Ergainzung; namentlich hat man die reduktiven Spaltungs- 
methoden nicht untersucht, fiir die ich hier Beispiele gegeben 
habe. — Dem endlichen Ziel, der synthetischen Herstellung 
der Proteinstoffe, ist man nicht naher geriickt, falls die 
Proteinstoffe Oxypyrrole enthalten, was man nach der vor- 
liegenden Arbeit annehmen muf. 
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Wihrend meiner Arbeit haben mir meine beiden Assisten- 
ten, die Ingenieure Valdemar Olsen und Poul Tutein, bei- 
gestanden, so wie auch meine Freunde Prof. S. P. L. Sérensen 
und Prof. N. Bjerrum meine Arbeit mit Interesse verfolgt 
und mir manchen guten Rat und manche Anweisung erteilt 
haben. Ich bringe ihnen allen meinen Dank. 

Eine vorliufige Mitteilung iiber diese Untersuchungen 
wurde wihrend der ersten nordischen Chemikersitzung bei 
der Gedichtnisfeier fiir H. C. Orsted am 1. September d. J. 
abgegeben. 
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Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepraparate. 
(IV. Mitteilung.) 
Von 


Olof Svanberg. 





(Aus dem Laboratorium fiir anorganische Chemie der Universitat Gittingen und dem 
biochemischen Laboratorium der Hochschule zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1920.) 


Uber Membranfiltration gereinigter Saccharase- 
lésungen. 


In einigen vorhergehenden Mitteilungen iiber die Dar- 
stellung hochaktiver Saccharasepriiparate aus Hefe')?)*) sind 
wir zu dem Ergebnis gekommen, daf} die Enzymlésungen 
durch fraktionierte Fallungen, durch Kaolinadsorption und 
durch Dialyse sich bei der fortschreitenden Reinigung, d. h. 
beim Gewinn an enzymatischer Aktivitaét pro g Trockensub- 
stanz, chemisch immer in derselben Richtung verindern, nim- 
lich so, daf} in der Trockensubstanz sich der Hefegummi 
immer mehr anreichert, um zuletzt den quantitativ weit iiber- 
wiegenden Bestandteil derjenigen Kérper auszumachen, unter 
denen das Enzym zu suchen ist. So haben wir in unseren 
II. und III. Mitteilungen die Darstellung einer Reihe Saccha- 
raselésungen beschrieben, wo in der gesamten Enzymtrocken- 
substanz nur 1,2 —1,75°/o Stickstoff vorhanden waren, wihrend 
nach Hydrolyse mit Schwefelsiure 91—92°/o Hexosen, Spalt- 
produkte des Hefegummis, nachgewiesen wurden. 

In einer weiteren Untersuchung‘), welche die Diffusions- 
geschwindigkeit des Enzyms unter verschiedenen Bedingungen 


') Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 (1919). 

?) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, 8. 65 (1920). 

5) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 175 (1920). 

*) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 190 
(1920). 
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zum Gegenstand hatte, wurde gefunden, daf} sich das Enzym 
in dieser Hinsicht in verschiedenen waBrigen Lésungen als 
ein sehr hochmolekularer Kérper verhielt, mit emem Mole- 
kulargewicht von etwa 20000. 


Unsere besonders kohlehydratreichen Saccharasepriparate 
waren nach fraktionierten Alkoholfallungen und Kaolinadsorption 
durch Dialyse in diinnen Kollodiummembranen hergestellt worden. 
Soleche Membrane sind indessen in kolloidchemischer Hinsicht 
als eine besonders undurchlissige Scheidewand zu betrachten, 
indem sich durch dieselben nur sehr wenige kolloid gelésten 
Stoffe filtrieren lassen. In den Membranfiltern gréferen Durch- 
lissigkeitsgrades, iiber welche R. Zsigmondy und W. Bach- 
mann?) berichten und welche nunmehr von der Firma E. de 
Haén im Markt gefiihrt werden, besitzen wir Membrane, durch 
welche — wie sich herausgestellt hat — sich Lésungen von 
Arabin und auch von Hefegummi glatt filtrieren lassen, ohne 
daf} sich der Gummi oberhalb des Filters merklich konzentriert. 
Ks schien also von vornherein nicht ausgeschlossen, dafi sich 
ein geeigneter Durchlassigkeitsgrad dieser Membrane aus- 
priifen liebe, welcher in der priaparativen Enzymchemie an- 
wendbar sein kénnte, um z. B. aus Saccharaselésungen den 
Gummi ganz oder teilweise von dem nach den oben genannten 
Messungen sehr hochmolekularen Enzym abzufiltrieren, was 
einen wesentlichen Fortschritt fiir unsere Arbeiten bedeuten 
wiirde. 

Wie die Versuchsresultate zeigen, ist eine solche Trennung 
bei Saccharaselésungen unter Anwendung der de Haénschen 
Membrane nicht ausfiihrbar. Bei den gréferen Durchlassig- 
keitsgraden passieren alle wesentlichen Bestandteile einer aus 
Hefe durch unsere Reinigungsmethode dargestellten Saccharase- 
lésung das Membranfilter, sowohl der Gummi als auch das 
Enzym. Geht man zu Membranen gréferer Porendichte iiber, 
so andert sich vorliufig nur die Filtrationsgeschwindigkeit, 
die Saccharase passiert aber noch bei Benutzung von Filtern 


') Zsigmondy und Bachmann, Uber neue Filter, Zeitschr. f. 
anorg. u. allgem. Chem. Bd. 103, S. 119 (1918). 
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des Durchlassigkeitsgrades Nr. 300 beinahe ungeschwicht das 
Filter, in einem vorliegenden Fall zu 66°/o. Bei den kleinsten 
Durchlassigkeitsgraden tritt zuletzt eine Erscheinung zutage, 
welche bei Anwendung von Kollodiummembranen vollstindig 
ausbleibt und die grundwesentliche Verschiedenheit der beiden 
Membrantypen hervorhebt. Wéahrend nimlich bei der Be- 
nutzung eines Kollodiumfilters sich von unseren Saccharase- 
lésungen das Wasser und die niedrigstmolekularen Stoffe 
(Aminosiiuren, Asche) ohne weiteres abfiltrieren lassen, ist 
dies bei den Membranfiltern de Haéns von etwa der Durch- 
lissigkeit Nr. 400 an nicht mehr der Fall, es tritt iiberhaupt 
keine Filtration ein. Wir begegnen hier also Verhiltnissen, 
welche uns, wie die Filtration des durch Gummi arabicum 
oder Gelatine geschiitzten kolloidalen Goldes, durch Membran- 
filter oder fein verteilter Kohle mit einer Seifenlésung durch 
Papierfilter daran erinnern, daf} in vielen Fallen nicht die 
Porengrébe des Filters oder seine Durchlissigkeit fiir Wasser 
das fiir die Filtrationswirkung mafgebende ist, sondern viel- 
mehr die chemischen und physikalischen Eigenschaften des 
Filters und der zu filtrierenden Substanzen }). 


Versuche. 


Die zu diesen Versuchen benutzten Saccharaselésungen 
wurden aus der untergiirigen Bierhefe der stadtischen Brauerei 
(Gottingen) dargestellt. Es wurde von 3 kg unvorbehandelter 
abgeprefiter Hefe ausgegangen und unseren gewohnlichen, friiher 
veréffentlichten Methoden gefolgt: Autolyse — ohne Zusatz 
von Wasser — mit etwas Toluol bei Zimmertemperatur, frak- 
tionierte Fallung der abfiltrierten Autolysesifte mit Alkohol 
und zuletzt Adsorption der letzten Eiweifreste mit Kaolin. 


Der Saccharasegehalt der Ausgangshefe war von derselben 
Gréfenordnung wie bei den Stockholmer Hefen: 1,1 g Hefe 
vom Trockengewicht 30°/o gab bei 18° in 60 ccm 0,8 % 
NaH, PO,-Lésung, die 4,8 g Rohrzucker enthielt, die Inversions- 


1) Vgl. Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 60, 8. 257 (1907); 
Bd. 64, S. 328 (1908). 
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konstante 137-104. Dies bedeutet eine Inversionsfihigkeit 
pro g Trockensubstanz der Hefe von If: 0,20 oder in O’Sulli- 
van-Tompsons Skala + 0° = 230 Minuten’). Nach 7tiagiger 
Autolysedauer gab 1 ccm des Saftes konstant — bei derselben 
Rohrzuckermenge den Inversionskoeffizienten 200-10-*. Es 
wurden 945 ccm Autolysesifte gewonnen, welche in zwei Por- 
tionen verarbeitet wurden und nach fraktionierten Alkohol- 
fillungen und Kaolinadsorption die Saccharaselésungen 3 Ea 
und 3 Eb gaben, welche durch die folgenden Zahlen definiert 


werden: 

















3 Ea 3 Eb 

Inversionskonstante 

(4,8 g Zucker, 1 com Enzymlisung in 

60 ccm bei 18° und p,-Optimum) . .]| 326-10-4 343 - 10-4 
%y "Tropmenmeneteme.... «6 6 8 te es 5,04 5,43 
ME FRO e 68 2th Be we 3,1 3,04 

ee NE 6 oe See me ee 14,9 15,2 

Drehung (5cm-Rohr) . ....... _- 1,52+-0,02° 
Entspr. °fo Hefegummi. . ...... -— 2,97 
°/, Hefegummi der Trockensubstanz . . . — oD 


Bei der Messung der Inversionsgeschwindigkeit wurde 
immer zu 60 ccm 8°/ciger Rohrzuckerlésung 1 ccm der Enzym- 
lésung bei 18—18,5° gegeben und die fortschreitende Inversion 
durch Proben nach 6, 8, 10 und 12 Minuten verfolgt, die mit 
Sodalésung vermischt und dann polarisiert wurden (10 ccm 
der Probe und 10 cem einer 5°/oigen Sodalésung). Bei den 
Polarisationen wurde ein sehr genaues Instrument von Winkel 
in Géttingen gebraucht. 

Bei den Filtrationen wurden 15 cm-Filter verwendet und 
der einfache Ultrafiltrationsapparat nach Zsigmondy*)*) mit 


1) Betreffs den Angaben des Saccharasegehalts vgl. Diese Zeitschr. 
Bd, 107, S. 269 (1919). 

*) Zsigmondy, Zeitschr. f. angew. Chem. Bd. 26, 8. 447 (1913). 

3) Zsigmondy und Jander, Zeitschr. f. analyt. Chem. Bd. 58, 
S. 241 (1919). 
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gewolbter Siebplatte und 8'/, cm Siebfliiche. Die Durchlissig- 
keitsangaben schliefen sich denen des Lieferanten an und 
kénnen bis auf 50°  unsicher sein. Die Saccharaselésungen 
filtrierten iiberraschenderweise ohne zu schiumen. 


1, Filtration durch de Haéns Membranfilter. 


Ks wurden in jedem Falle etwa 10 ccm Enzymlisung 
3 Ka filtriert und die Filtrate auf Enzymgehalt und Trocken- 
gewicht untersucht. 























Bezeichnung des | k- 10-4  - Trocken- If + 0° 
Membrans pro ccm | von 326 | gew. °/, : Minuten 
3 Ea, unfiltriert 326 — 5,04 8. 14,9 
20 Sekunden 292 90 4,80 2,8 16,5 
60 ‘ 326 100 4,24 3,69 12,5 
85 f 209 64 2,42 4,15 11,1 
120 ‘ 289 89 3,72 3,73 12,4 
300 e 215 66 2 69 3,84 12,0 
360 - Keine Filtration 
420 z Keine Filtration 
600 “ Keine Filtration 





2. Filtration durch Kollodiummembrane. 


Die Kollodiummembrane wurden dargestellt durch Ver- 
diinnen gewoéhnlichen kiuflichen Kollodiums mit 2—3 Teilen 
Ather und Ausgiefen von je 6—8 ccm auf flache Schalen von 
15 cm Durchmesser. Nach Verdunsten des Athers wurde die 
fertige Membran sofort mit Wasser losgelést und kam un- 
mittelbar zur Anwendung. 


Bei den Filtrationen sammelten sich die Kolloide der 
Enzymlésung oberhalb des Filters an, ohne dasselbe zu ver- 
stopfen. Es entstand zuletzt ein gummiihnlicher Brei, der 
mit wenig Wasser aufgenommen und als ,Riickstand‘ unter- 
sucht wurde. 








Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepriaparate. IV. 
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: Filtrate Riickstinde 
eA" loan ee Le et oe aay 
pro ccm oF, Min. |jprocem| oy Min. ert: . 

3Ea, unfiltr. | 826 | 100 | 5,04] 31/149 — | — | — |] — 

Filtrat I... 0 oO | 1,50] 0 _ 660 | 6,49 | 4,88} 9,5 

Piltrat II. . 0 ae (= oe 472 | 4,83! 4,7 | 98 

$gb, anflltr. | 348 | 100 | 548) 804/152 # —~ | — | — T = 

Filtrat IT. . 0 o iat 9 fo. 419} 4,44 | 4,54 | 10,2 

3F 6, unfiltr.| 1425 | 100 |10,9 | 62 | Tile 6) Get Te 

FiltratIV.. | 601 | 42 | — — - _ — |} — — 

FiltratV .. | 691) 48 | — — | — —- —) — ft = 

Filtrat VI.. | 100) 7,0 | — - - — -- / = 

Filtrat VE. | 103] 7,25; — | — - |} 2219 117,9 | 5,95 | 7,75 


Bei den oben definierten Lésungen 3 Ka und b konnte also 
durch die Abfiltrierung der niedrigmolekularen Substanzen 
(Aminosiuren u. a.) eine Verbesserung der Inversionsfahigkeit 
pro g Trockengewicht mit etwa 50°/o erzielt werden. 
Lisung 3F «6 (vgl. Diese Zeitschr. Bd. 109, 8. 85 [1920]) 

















verhielt sich etwas abweichend. 


hervor: 


Hier passierten bei den 
Filtrationen IV und V zwischen 40 und 50°/o des Enzyms 
die Membrane und erst bei Verwendung der sehr undurch- 
lissigen Membrane VI und VII (aus je 10 cem 8°/oigem Kollo- 
dium hergestellt) wurden tiber 90°. des Enzyms zuriickge- 
halten, so daf} eine erhebliche Konzentration erzielt werden 
konnte. Wie kolossal schnell die Inversion von 60 ccm einer 
8°/oigen Rohrzuckerlésung durch 1 ccm des Riickstandes VII 
bei 18° C. bewirkt wird, geht aus den folgenden Zahlen 
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, Drehung e 
Zeit pp eren k-10 
0 + 2,65° —_— 
1 Minute + 1,21° 2230 
2 Minuten + 0,57° 2200 
3 aM — 0,16 ° 2227 
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Zusammenfassung. 


Kine Trennung der Substanzen Saccharase und Hefe- 
gummi laBt sich durch Membranfiltration nicht ausfiihren, 
Dies scheint die zuerst von Euler und Fodor ausgesprochene 
Vermutung iiber eine chemische Verwandtschaft zwischen 
diesen beiden Verbindungen zu bestiatigen, wonach also der 
Gummi als Trager des hohen Molekulargewichts dieses Enzyms 
angesehen werden sollte. 

Die Verbesserung der Reinheit der Enzympriparate durch 
Filtration durch Kollodiummembrane entspricht sehr genau un- 
seren bei der Dialyse durch solche Membrane erhaltenen Resul- 
taten. Hine Verschiedenheit zwischen der Dialysewirkung und 
der Filtrationswirkung, woriiber Bechhold berichtet'), litt 
sich also in diesem Fall nicht feststellen. 


Herrn Professor Dr. R. Zsigmondy und Herrn Privat- 
dozenten Dr. R. Wintgen bin ich fiir die freundliche Auf- 
nahme im Institut fiir anorganische Chemie in Géttingen so- 
wie fiir das meinen Arbeiten entgegengebrachte Interesse zu 
bleibendem Dank verpflichtet. 


1) Levy, Ref. in Bechhold, Kolloid-Zeitschr. Bd. II, H. 1 und 2 
(1907). 











Mitteilungen aus dem Gebiete der Kiweifichemie. 


I. 
Uber Jodbindungsfihigkeit und Konstitution der Proteine. 


Von 


F. Blum und E. Strau6. 


(Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1920.) 


Die Geschichte der Halogenierung der Proteine hat sich 
bisher in zwei Phasen abgespielt. Bohm und Berg’) stellten 
im Jahre 1876 unter Erweiterung alterer Angaben fest, dai 
Jod mit Hiihnereiweifi in Reaktion tritt, wobei es zu einer 
einfachen Aneinanderlagerung komme — einer Verbindung 
iuferst lockerer Natur, der unschwer alles Jod entzogen 
werden kénne. Schon ein Jahr vorher hatte Knop?) bei 
Kinwirkung von Mineralsiure und Brom auf Eiweifi ein brom- 
haltiges Eiweifspaltprodukt zu isolieren vermocht und Loew*) 
fand spiter bei Einwirkung von Brom auf Albumin sogar 
eine geringe Menge des Halogens in fester organischer Bin- 
dung. Jendrassik*) hat 1892 als nachster Forscher sich 
mit Jodprotein beschiftigt, ohne sich jedoch von den sich 
abspielenden Umsetzungen ein klares Bild zu machen. Mit 
der Feststellung von Blum®) im Jahre 1896, dafi den Pro- 
teinen allgemein die Kigenschaft zukommt, sich mit Halogen 





1) Archiv f. exp. Pathologie u. Pharm. Bd. 5, S. 329 (1876). 

*) Centr. 1875, S. 395, 411, 420. 

3) Journ. f. prakt. Chem. [2] Bd. 31, S. 138. 

*) Ungar. Arch. f. Medizin 1892, I 8S. 865. 

5) Miinchn. mediz. Wochenschr. 1896 Nr. 45 und Kongref f. inn. 
Medizin, Juni 1897. — Weitere Literaturangaben finden sich bei Blum 
und Vaubel (s. spiter) und bei Kurajeff (s. spiater). 
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umzusetzen und dabei das Halogen intramolekular aufzuneh- 
men, so zwar, daf} neben viel iiberschiissigem Halogenwasser- 
stoff eine bestimmte Menge Halogen substituierend, d. h. in 
eine feste organische Verbindung eintritt, wurde der Forschung 
ein neuer Anstof gegeben. In rascher Folge wurden jetzt 
Methoden zur Darstellung von Halogenproteinen und Beob- 
achtungen an ihnen ver6ffentlicht, die zu betrichtlichen Auf- 
klirungen iiber die vorliegenden Verhiltnisse gefiihrt haben. 
Im besonderen waren es die Jodproteine, deren Studium eifrig 
betrieben wurde, wobei die Wahl des Ausgangskérpers und 
die Art der Jodierung jeweils in den Vordergrund getreten 
sind. 

Zwei Methoden der Jodierung haben sich fiir die Folge 
zur Darstellung von Jodproteinen eingebiirgert: diejenige in 
saurer Lisung (JK + JO, K + H,SO,) nach Hofmeister’) und 
die Kinwirkung von Jodjodkali in Natriumbikarbonat — alka- 
lischer Lésung nach Blum und Vaubel?). Wahrend die erstere 
als einziges Ziel anstrebt, stets freies Jod dem zu _ halo- 
genierenden Protein zuzufiihren, baut die Methode von Blum 
und Vaubel auf der Erkenntnis auf, dafi der bei der EKin- 
wirkung von Halogen auf Proteine entstehende Halogenwasser- 
stoff die restlose Halogensubstitution des Proteins verhindert 
und deshalb beseitigt werden mu. In dem Zusatz von iiber- 
schiissigem Bikarbonat, das von dem zuzufiihrenden freien 
Jod nur Spuren wegnimmt, war zu dem geplanten Zweck 
ein besonders geeignetes Mittel gefunden, da es den Jodwasser- 
stoff bindet und bei seiner geringen Alkaleszenz gegeniiber 
den Proteinsubstanzen ohne spaltende EKigenschaften bleibt. 
Die vergleichenden Forschungen von Blum und Vaubel haben 
ergeben, dafi in der Tat die Methode der sauren Jodierung 
nach der Vorschrift von Hofmeister nicht zu einer maximalen 
Substitution der Proteine fiihrt; denn obwohl die von Hof- 





1) Diese Zeitschr. Bd. 24, 8S. 158 (1897). 

*) Journ. f. prakt. Chemie [2] Bd. 56, S. 393 (1897) und Bd. 57, 
S. 365 (1898). 

3) Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 462 (1899) und Bd. 31, S. 527 (1901). 
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lagen als die Jodzahl nach der Blum-Vaubelschen Methode 
am gleichen Ausgangsmaterial, lief} sich dartun, da die Satti- 
gung mit Jod eine unvollkommene und die Hohe des Jod- 
werts nur durch eingetretene Spaltungen am Molekiil bedingt 
war. Spater hat Kurajeff selbst die Bikarbonatmethode zur 
Jodierung des Himoglobins angewandt und Oswald!) beniitzte 
sie zur Jodierung der Albumosen des Witte-Peptongemisches. 
Blum und Vaubel haben bei Erprobung ihrer Methode die 
Wahrnehmung gemacht, dafi einem ganz kleinen Anteil von 
Jodwasserstoff gegeniiber das Protein sich als die im Vergleich 
mit dem Bikarbonat stairkere Base erweist, ohne daf} jedoch 
die geringen, hierdurch an das Proteinmolekiil sich anheften- 
den Sauremengen die maximale Jodierung zu behindern ver- 
mégen. Dieser Umstand macht es lediglich notwendig, das 
Jodierungsprodukt aus einer Lésung in stiirkerem Alkali um- 
zufallen, um nicht durch den locker gebundenen Jodwasser- 
stoff einen zu hohen Wert fiir das in das Molekiil eingetretene 
Jod zu erhalten. Spater hat Kurajeff das Bikarbonat durch 
Magnesiumkarbonat ersetzt; er hat dabei zu hohe Zahlen er- 
halten, die mit denen der Séurejodierung tibereinstimmen, aber, 
wie wir im experimentellen Teil dieser Arbeit zeigen werden, 
gleichfalls durch eine Spaltung des Proteinmolekiils bedingt 
sind. Wenn Oswald bei der Jodierung von Albumosen in 
der Anwendung von Magnesiumkarbonat oder Bikarbonat 
keinen Unterschied in den Jodwerten seiner Substanzen ge- 
funden hat, so erklirt sich dies vielleicht dadurch, dafi sein 
Ausgangsmaterial bereits ein Spaltprodukt von gréferer Wider- 
standskraft gegeniiber der Jodierung in Magnesiumkarbonat- 
lésung darstellt. 


Nachdem die Methode der Jodierung und die Reinigung 
der jodierten Eiweifikérper von Blum und Vaubel ausgear- 
beitet war, hat Blum’), dem Vorgang Hofmeisters folgend, 
eine Anzahl méglichst einheitlicher, d. h. nach Mafigabe der 
derzeitigen Kenntnis rein dargestellter Proteine jodiert und 


1) Hofmeisters Beitrige Bd. 3, S. 391 (1903) und ibid. S. 514. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 288 (1899). 
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durch Vergleich der gewonnenen Werte untereinander eine 
charakterisierende Jodzahl der Eiweifikérper aufzustellen ver- 
sucht. Sollen derartige Zahlen als klassifizierende Kennzeichen 
von Wert sein, so muf} verlangt werden, dab bei der Jodierung 
eine einheitliche und — soweit iiberhaupt méglich — das Mole- 
kiil nicht schiidigende Darstellungsmethode verwendet wird. 


Welche Umwandlungen bei der Halogenierung der Pro- 
teine sich am Molekiil vollziehen, haben Hofmeister und 
seine Schiiler, Blum und Vaubel, Schmidt!) u. a. nach 
verschiedenen Richtungen studiert. Die Ergebnisse seien in 
Kiirze zusammengestellt. Hofmeister und Hopkins’) zeigten 
unabhangig voneinander als erste, daf} nach der Jodierung 
die vorher positive Millonsche Reaktion negativ ausfiel. Hof- 
meister bezog dies auf eine Verinderung im T'yrosin und 
vermutete, daf} dessen Hydroxylgruppe abgespalten werde, 
erkannte aber bald, dai, wie Blum und Vaubel zeigten, 
eine solche Abspaltung nicht stattfindet. Letztere Autoren 
haben dargetan, daf} die Halogensubstitution sich in der Tat 
am Tyrosin abspielt, und zwar in der Weise, dafi zwei Ha- 
logenatome die Orthostellungen zur Hydroxylgruppe besetzen. 
Dies fand seine volle Bestatigung dadurch, daf die von 
Drechsel?*) aus dem Jodeiweifkérper des Achsenskeletts von 
Gorgonia Cavolinii dargestellte Jodgorgosiure als _ 1-Dijod- 
tyrosin erkannt und dann auch synthetisch dargestellt wurde 
(Henze‘), Wheeler und Jamieson’®), Oswald®)). Oswald’) 





1) Diese Zeitschr. Bd. 34, S. 55, 194 (1901), Bd. 35; S. 386 (1902); 
Bd. 36, S. 348 (1902). 

*) Berichte Bd. 30, I], S. 1824 (1897) und Pinkus, ibid. Bd, 31, I], 
S. 1811 (1898). 

5) Zeitschr. f. Biologie Bd. 33, 8.84 (1896), II. u. III.; vgl. a. Moerner, 
diese Zeitschr. Bd. 51, S. 33 (1907) und Bd. 55, S. 77 (1908) und Wheeler 
und Mendel, Journ. of biol. Chemistry Bd. 7, S. 1 (1909). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 51, S. 64 (1907). 

5) Americ. Chem. Journ. Bd. 33, S. 365 (1905). 

6) Diese Zeitschr. Bd. 59, S. 320 (1909). Vgl. a. Abderhalden und 
Guggenheim, Berichte Bd. 41, 8S. 1237 (1908). 

7) Diese Zeitschr. Bd. 70, S. 310 (1910); Bd. 74, S. 290 (1911); 
Bd. 75, 8. 358 (1911); Bd. 71, 8. 200 (1911). 
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hat weiterhin in einer Reihe von Untersuchungen Dijodtyrosin 
aus kiinstlich jodierten Proteinen isoliert. Seine Ausbeuten 
waren allerdings gering, ein Umstand, der zum Teil auf die 
Beniitzung ungeniigend intramolekular jodierten Materials, zum 
Teil auf die eingreifende Methode der Darstellung zuriickzu- 
fiihren ist. 

Ob ein weiterer aromatischer Kern im Proteinmolekiil 
— etwa das Phenylalanin — bei der Halogenierung substi- 
tuiert werde, ist trotz eifrigen Bemiihens nicht einwandfrei 
feststellbar gewesen. So vielfach die Vermutung einer solchen 
Substitution auftauchte, so muBte sie doch immer wieder als 
unbewiesen zuriickgestellt werden. Wie in dem zweiten Teile 
dieser Arbeit mitgeteilt werden wird, haben wir Glutin, das tyro- 
sinfrei ist, aber nach der sicherlich doch zu niedrige Werte 
liefernden Hydrolyse mindestens 0,4°/o Phenylalanin enthilt, 
der Jodierung unterworfen und dabei einen so geringen Gekalt 
an Kernjod (0,21°/o) gefunden, dafi wir hieraus wohl eine 
unvermeidbare Unreinheit des Ausgangsmaterials, nicht aber 
eine intramolekulare Substitution des Glutins an seinem Phenyl- 
alaninkomplex zu erschlieben vermégen. 

Das Schicksal des Tryptophans bei der Halogenierung 
lie sich erst deutlich verfolgen, nachdem in der Indolreaktion 
mit dem Ehrlichschen p-Dimethylamidobenzaldehyd durch 
Neubauer und Rohde!) ein Priifstein auf Tryptophan ge- 
schaffen war. Der schon bisher beobachtete negative Ausfall 
der Reaktionen nach Liebermann und Adamkiewiz am 
jodierten Protein fand nun durch Rohde seine Erklirung 
dahin, daf} das sowohl diese Reaktionen als auch die Reak- 
tion mit dem Ehrlichschen Aldehyd verursachende Tryptophan 
an der fiir die Kupplung in Betracht kommenden Stelle bei 
der Jodierung veraindert wird. Den Arbeiten von Emil 
Fischer’), M. Freund*) und Feist*) verdanken wir die 
Kenntnis, daf} die eine der beiden CH-Gruppen des Pyrrol- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 44, S. 161 (1905). 
*) Berichte Bd. 19, S. 2988. 
3) Berichte Bd. 36, S. 308. 
*) Berichte Bd. 35, S. 1647. 
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ringes im Indol mit Aldehyden in Reaktion tritt. Im Tryp- 
tophan ist nur die «-CH-Gruppe frei, da die $-Stelle durch 
den Alaninarm besetzt ist. An dieser Stelle vermag ander- 
seits nach den Untersuchungen von Pauly und Gunder- 
mann’) Jod nicht einzutreten. Da nun aber durch die Jo- 
dierung der Proteine die Ehrlichsche Aldehydreaktion negativ 
wird, so mu man schliefen, dafi jene #-CH-Gruppe als die 
einzige fiir den Aldehyd zugingliche, durch Oxydation (etwa zu 
einer COH-Gruppe) veriindert ist, wofern man nicht eine vollige 
Zerstérung des Tryptophans in Form einer Ringsprengung 
annehmen will. Eine Oxydation in dem gedachten Sinn wird 
durch die Untersuchungen von Pauly und Gundermann am 
Skatol in hohem Grade wahrscheinlich gemacht. Eine Jod- 
aufnahme durch das Tryptophan — etwa im Benzolring — 
lehnt Pauly ab. 


Zu den bei der Halogenierung verinderten Aminosiuren, 
dem Tyrosin und dem Tryptophan, tritt als dritte das Cystin 
hinzu. Es ist allen Untersuchern der spiiteren Periode auf- 
gefallen, daf} der leicht abspaltbare Anteil des im Protein 
vorhandenen Schwefels — der Veranlasser der Schwefelblei- 
reaktion — den Jodproteinen fehlt. Nach den Untersuchungen 
von Baumann?), Schulz*) und Suter‘) ist dieser leicht 
abspaltbare Schwefel nur derjenige des Cystins, dessen Ge- 
samtschwefel diufierst langsam durch kochendes Alkali abge- 
spalten wird. Es muf} daher angenommen werden, daf sich 
bei der Jodierung eingreifende Verinderungen am Cystin voll- 
ziehen, bei denen dessen Schwefel oxydiert wird. Einen 
Anhaltspunkt fiir diese Annahme liefert der Befund von 
E. Friedmann®), der den Ubergang von Cystin in Cystein- 
siure unter Einwirkung von Brom beobachtet hat. Bei der 
Bestimmung des Schwefelgehalts der Jodproteine wurden nun 
mehrfach Werte gefunden, die sich demjenigen des genuinen 


1) Berichte Bd. 41, S. 4002 (1908). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 8, S. 299 (1884); Bd. 20, S. 583 (1895). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 25, S. 16 (1898). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 20, S. 564 (1895). 

5) Hofmeisters Beitrige Bd. 3, S. 25 (1908). 
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Proteins niihern; in einigen Fallen dagegen ergaben sich Werte, 
die fiir den Verlust etwa der Halfte des Schwefels zu sprechen 
scheinen. Somit geht der Cystinschwefel nicht nur durch 
Oxydation in eine widerstandsfaihige, nicht mehr bleischwir- 
zende Form iiber, sondern es wird auch unter Umstiinden 
eines der beiden Schwefelatome aus dem Cystinkomplex heraus- 
genommen. Dafi in manchen Proteinen der Schwefel lockerer 
gebunden ist als in anderen, spricht keinesfalls gegen dessen 
Sitz im Cystin. Man muf} sich erinnern, dai das Cystin in 
seinen Peptidbindungen sehr mannigfaltig verkettet und da- 
durch in seinem inneren Zusammenhalt verschiedenartigst be- 
einfluBt sein kann. 

Von grofier Wichtigkeit fiir die Kenntnis der jodophoren 
Gruppen im Proteinmolekiil sind die Untersuchungen, die 
H. Pauly') dem Histidin gewidmet hat. Pauly hat gezeigt, 
dafi der Imidazolring imstande ist, drei Jodatome am Kohlen- 
stotf und eines am Imidstickstoff zu binden. Es gelang ihm, 
das Imidazol vollkommen mit Jod zu sittigen und so ein 
Tetrajodimidazol darzustellen: 


Hier besteht nun ein wesentlicher Unterschied in der Festig- 
keit der Jodbindung zwischen dem Stickstoffjod einer- und den 
drei Kohlenstoffjodatomen anderseits, indem das Tetrajodimid- 
azol durch Behandlung mit schwefliger Siure das Stickstoffjod 
einbiiit und in ein Trijodimidazol (nur C-jodiert) tibergeht. 
Das Histidin selbst, auf dessen reaktive Abnlichkeit mit dem 
Tyrosin Pauly hinweist, hat dieser Forscher nicht in iso- 
lierter Form zu jodieren vermocht; es gelang ihm aber die 
Gewinnung des Benzoyl-, p-Nitrobenzoyldijodhistins und des 
Tetrajodhistidinanhydrids, welch letzteres auffallenderweise 
unter stirkerer Kinwirkung von schwefliger Siure (in der 
Wirme!) das eine Paar C-gebundenen Jods wieder verliert 


1) Berichte Bd. 48, S. 2248 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 9 
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und in ein Dijodhistidinanhydrid iibergeht. Pauly hat die 
Unterschiede zwischen N- und C-jodierten Imidazolen genau 
studiert und seine Erhebungen auch auf das Sturin ausgedehnt, 
welches kein Tyrosin, aber 12,9 °/, Histidin enthalt. In einer 
spiiteren Arbeit hat er dann fiir die Jodproteine die Entfernung 
des N-gebundenen Jods als Postulat aufgestellt, wobei es un- 
entschieden bleibt, ob das im Protein an N gebundene Jod am 
Histidin oder an einem anderen basischen Anteil haftet. Pauly’) 
spricht die Vermutung aus, daf} die kiinstlichen Jodproteine 
den gréfiten Teil ihres Jods in dieser ,locker gebundenen“ 
Form enthalten. Dem ist nicht so, wie die im experimentellen 
Teil dieser Arbeit mitzuteilenden Jodwerte der Proteine dar- 
tun werden. Dem Studium des dem Proteinmolekiil durch 
SO, entziehbaren Jodanteils verdanken wir aber eine erheb- 
liche Bereicherung unserer Kenntnisse von den Jodproteinen. 
Sicherlich ist jenes Jod (N-Jod) gegeniiber dem Kernjod des 
Proteinmolekiils lockerer gebunden; aber vom Jodhydrat oder 
nur angelagertem Jod unterscheidet es sich scharf: weder 
Lauge noch Siéure trennen bei den iiblichen Reinigungsver- 
fahren diesen Anteil des Gesamtjods vom Jodeiweifmolekiil ab. 
Dementsprechend kommt dem N-Jod neben dem an Kohlen- 
stoff gebundenen ,,Kernjod“ eine ganz besondere konstitutive 
Bedeutung zu. 

Haben wir hiermit die Aminosduren, soweit bisher von 
ihnen Beteiligungen und Umsetzungen beim Jodierungsprozeb 
bekannt geworden sind, erschépft, so miissen wir, ehe wir auf 
unsere neuen Untersuchungen eingehen, noch diejenigen Be- 
obachtungen erwiéhnen, die sich noch nicht mit Scharfe auf 
Umsetzungen an wohlumschriebenen Aminosiuren zuriickfiihren 
lieBen. Hierhin gehért das Verhalten der Biuretreaktion bei 
der Halogenierung der Proteine, von der Blum und Vaubel 
nachgewiesen haben, daf} sie im genuinen Protein mindestens 
durch zwei Gruppen des Molekiils bedingt wird, deren eine 
ihre Reaktionsfahigkeit durch die Halogenierung einbiifit. Die 
Beweisfiihrung stiitzte sich auf das Erhaltenbleiben der posi- 





1) Diese Zeitschr. Bd. 76, S. 291 (1911). 
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ie tiven Reaktion im ungespaltenen Halogeneiweif} und ander- 
au seits auf das Versagen der Biuretprobe an dem laugegespaltenen, 
It, durch Schwefelsiure fallbaren Jodproteinanteil, dem ohne vor- 
a herige Jodierung eine positive Biuretreaktion zukommt. 

18 Die Entwicklung von Jodoform bei der Jodierung von 
- Protein nach ihrer Methode haben Blum und Vaubel als 
- eine regelmifiige Erscheinung bezeichnet, ohne dieselbe da- 
y mals schon ihrem Ursprung nach lokalisieren zu kénnen. Es 
le 


ist uns gelungen, eine Quelle der Jodoformbildung im Cystin 
zu entdecken. 


” Viel umfassender scheint sich das allen Untersuchern auf- 
¥ gefallene Auftreten von iiberschiissigem Halogenwasserstoff 
h abzuspielen. Zuerst tiberhaupt als einzige Antwort auf das 


Verschwinden des Halogens von seiten des Eiweifimolekiils an- 
, gesehen, erwies sich spaterhin, da} jedenfalls weit mehr Halogen- 


P wasserstoff entsteht, als den durch Halogen ersetzten Wasser- eh 
‘ stoffatomen entspricht. Es ist versucht worden, aus den ge- oa 
F bildeten Mengen von Halogenwasserstoff Schliisse auf die Zu- ip 


sammensetzung und Gréfie des Eiweifimolekiils zu ziehen. 
Hierzu fehlen vorderhand die sicheren Unterlagen der Methode 
und des Konstitutionseinblicks im allgemeinen. Woran man 
sich aber gerade im Hinblick auf die in der Halogenwasserstoff- 
bildung sich aussprechenden starken Oxydationen erinnern darf, 
: das sind die von vielen Autoren beobachteten Entgiftungen 
toxischer Proteinsubstanzen und der bei der Jodierung ein- 
tretende Fortfall spezifischer biologischer Reaktionen und 
anaphylaktischer Wirksamkeit (Freund'), Schittenhelm 
und Strébel?)). 

Im experimentellen Teil dieser Arbeit berichten wir iiber 
einige quantitative Bestimmungen des bei der Jodierung von 
Serumalbumin in Bikarbonatlisung entstehenden Jodwasser- 
stoffs. Die unter den gewihlten Bedingungen entstandenen 
Mengen iibertrafen die aus der Substitution sich erklaérenden 
Zahlen um das 4,3—4,4fache. Ein nicht unbetrichtlicher An- 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 20, 8. 503 (1909), 
*) Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap. Bd. 11, S. 102 (1912). 











120 F. Blum und E. Straub, 


teil hiervon errechnet sich aus jetzt bekannten Faktoren: der 
Oxydation des Tryptophans und besonders des Cystins; denn 
jedem eintretenden Sauerstoffatom entsprechen je 2 Molekiile 
Jodwasserstoff. Weiterhin ist mit einer gewissen Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen, daf} dem Verschwinden der Biuret- 
reaktion Oxydationsprozesse zugrunde liegen, durch die noch- 
mals ein Anteil des iiberschiissig gebildeten Jodwasserstofts 
seine Erklirung findet. Wieviel davon allerdings jeder Phase 
der EKinwirkung von Jod auf das Proteinmolekiil entsprichi. 
muf} vorliufig noch unentschieden bleiben. Bedingt es doch 
schon einen Unterschied von 6 Jodwasserstoffmolekiilen allein 
auf das Cystin, wenn nur ein Schwefelatom zu SO,H oxydiert 
ist gegeniiber der vélligen Oxydation zu Cysteinsiiure ohne 
Schwefelabspaltung. Wir haben in der Erwartung, daf} in 
dem Prolin ein weiterer Jodwasserstoffbildner gegeben sein 
kénne, auch diesen Eiweifispaltling in den Kreis unserer Unter- 
suchung gezogen. Einen sicheren Anhalt fiir die Richtigkeit 
unserer Vermutung haben wir aber bisher nicht gefunden. 
Immerhin ist schon durch die jetzt nachgewiesenen Oxydationen 
am Proteinmolekiil ein betrachtlicher Teil der beobachteten 
Jodwasserstoffbildung gedeckt. Fir das Serumalbumin sind, 
wie sich ergeben wird, 4 Atome Jod als intramolekular ge- 
bunden anzunehmen. Den bei dieser Substitution entstandenen 
4 Jodwasserstoffmolekiilen stehen 2 Molekiile aus der Tryp- 
tophanoxydation und 6 Molekiile aus der Oxydation des Cystin- 
schwefels gegeniiber, denn letzteres ist bei 0,81 °/o Schwefel- 
gehalt des Gesamtmolekiils offenbar der Hilfte seines Schwefels 
beraubt, wiihrend die verbliebene Hilfte oxydiert ist (Fehlen 
der Schwefelbleireaktion). Zusammengerechnet entfallen so- 
mit 4 Molekiile auf die Substitution und 8 Molekiile auf die 
bekannten Oxydationen. 

Die Jodoformbildung, deren bereits oben Erwihnung getan 
wurde, diirfen wir, wenn nicht vollstiindig, so doch zu einem 
erheblichen Teil auf Umsetzungen am Cystin zuriickfiihren. 
In wiederholten Versuchen konnten wir das _ iiberraschende 
Resultat bestitigen, dafi reines Cystin, mit Jod und Bikarbonat 
im Uberschuf versetzt und bei 37° gehalten, unter Absorption 
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des Jods alsbald Jodoform entstehen lift, wahrend gleich- 
zeitig der Schwefel oxydiert wird. Einer unserer Versuche 
sei hier in seinem Verlauf wiedergegeben: 

Cystin, das nach den Angaben von Patten?) durch Fial- 
lung mit Quecksilbersulfat aus dem Hydrolysat von Pferde- 
haaren rein dargestellt war, wurde (0,2 g) unter Zusatz von 
viel Natriumbikarbonat in Wasser gelist, mit 10 ccm einer 
2 n-Jodjodkalilésung versetzt und 24 Stunden lang bei 37° 
digeriert. Nach Ablauf dieser Zeit war die Schwefelblei- 
reaktion negativ und der Geruch nach Jodoform duferst stark. 
Die mit Essigsiure angesiuerte Fliissigkeit gab auf Kochen mit 
Atzbaryt (nach vorheriger Entfernung der sofort sich in geringer 
Menge bildenden unléslichen Baryumsalze) keinen Niederschlag, 
ebensowenig war dies mit dem gleichen Reaktionsgemisch 
beim Kochen mit konzentrierter Salzsiure der Fall. Mehrere 
weitere Versuche fiihrten zu dem gleichen Resultat in Bezug 
auf Jodoformbildung und Verschwinden der Schwefelbleireaktion 
bei langerer Versuchsdauer. Die intensive Oxydation und Bil- 
dung von Jodwasserstoff zeigte sich auch dadurch an, dafi stets 
mit starkem BikarbonatiiberschuB gearbeitet werden mufiie, 
weil das Reaktionsgemisch sonst alsbald stark congosauer wurde. 

Neben der Oxydation zu Cysteinsiure spielt sich hier 
offenbar eine Abspaltung am Cystin als Nebenreaktion ab, die 
zu der Jodoformbildung fiihrt. 

Blum und Vaubel haben die These aufgestellt: ,,Im 
Kiweifimolekiil sind mindestens 2 die Biuretreaktion ver- 
ursachende Gruppen vorhanden; die eine wird durch die Halo- 
genierung unwirksam gemacht, wahrend die andere bei der- 
selben intakt bleibt. Spaltet man das Eiweifimolekiil mit Al- 
kalien, so findet sich jene zweite, die Biuretreaktion gebende 
Gruppe an dem schwefelhaltigen Abspaltungsprodukt.“ Es ist 
in der Folgezeit diese fiir die Konstitution des Proteinmolekiils 
gewif} nicht unwichtige Beobachtung fast véllig in Vergessen- 
heit geraten. In der Absicht, spiiterhin dem hier auftauchenden 
Problem niherzutreten, haben wir die Richtigkeit der Aus- 


") Diese Zeitschr. Bd. 39, 8. 350 (1903). 
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gangsbeobachtung einer Nachpriifung unterzogen und kénnen 
die Angaben der friiheren Arbeit bestiatigen. 

100 g Casein wurden mit 11 einer 5°/,igen Natronlauge 
4 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt, nach dem Ab- 
kihlen filtriert und sodann die klare Liésung mit verdiinnter 
Schwefelsiiure angesiiuert. Der entstehende Niederschlag gab 
positive Biuretreaktion. Er wurde in bekannter Weise jodiert 
und gab nunmehr nach der Jodierung keine Biuretreaktion 
mehr. Weiterhin wurde das Jodserumalbumin A der gleichen 
Spaltung unterworfen: das mit Schwefelsiure fallbare Produkt 
zeigte ebenfalls keine Biuretreaktion mehr. Schliefilich wurde 
auch am Jodserumalbumin C nach der abiureten Gruppe ge- 
sucht und auch hier ihr Vorhandensein bestitigt. Es wiire 
denkbar gewesen, daf} das bei der Jodierung in das Protein- 
molekiil eintretende und durch schweflige Saiure wieder ent- 
ziehbare Jod bei der Verwandlung des einen biuretgebenden 
Proteinanteils in eine abiurete Gruppe eine Rolle spiele; dies 
ist aber nicht der Fall: die Biuretreaktion tritt nicht wieder 
auf, wenn man auf das jodierte Spaltprodukt des Caseins 
schweflige Saure einwirken laifit, und aufserdem stellt sich die 
abiurete Gruppe, wie oben gezeigt, auch bei der C-Substanz 
als vorhanden heraus, in welche ein N-Jod gar nicht ein- 
getreten ist. Diese Verwandlung eines biuretgebenden Anteils 
des Proteinmolekiils ist also nicht nur irreparabel, sondern 
auch unvermeidlich. Durch bestimmte Abinderungen des 
Jodierungsverfahrens kénnen, wie nachher dargetan werden 
soll, einzelne Strukturverinderungen am Eiweifimolekiil hintan- 
gehalten werden. Die Verianderung jener zweiten Biuretgruppe 
gehért nicht hierher: sie entstammt einer wesentlichen Higen- 
schaft des Halogenierungsprozesses. 

Bis jetzt haben wir die Begleiterscheinungen der Jodie- 
rung von Proteinen erértert; von eingreifender Bedeutung aber 
fiir die Konstitutionserforschung ist vornehmlich das in das 
Proteinmolekiil eintretende Jodatom. Dies allein ist Richt- 
kérper an den Bausteinen des Riesenbaues und erlaubt, gewisse 
Struktureigentiimlichkeiten und Mengenverhiltnisse in den 
Kreis der Betrachtung zu ziehen. 
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Wieviel Jodatome treten in das Proteinmolekiil ein? Wo 
haften dieselben? Wie ist die Festigkeit ihrer Bindung? Diese 
und noch manche andere Frage taucht auf. 

Wo im Gegensatz zu dem Ausgangsmaterial nach der 
Halogenierung die Millonsche Reaktion fehlt, da sind sicher 
Halogenatome in den Tyrosinkomplex des Proteinmolekiils 
eingetreten: dariiber besteht allseitige Ubereinstimmung. Im 
Verfolg der Paulyschen') Untersuchungen iiber Jodderivate 
des Imidazols und des Histidins mufite mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, daf} auch in diese Gruppe Jod eintreten 
werde. Soweit es sich hierbei um dhnlich feste Bindungen 
handelt, wie diejenigen am Tyrosin, wiirde es schwer fallen, 
Unterscheidungsmerkmale zwischen beiden aufzustellen. Jenes 
ain N verankerte und mit kalter SO,-Lésung abspaltbare Jod- 
atom aber, das Pauly beim Protein gewissermaben als iiber- 
zihlig angesehen hat, konnte, wofern es nur bei jedem ein- 
zelnen Protein in konstanter Weise und Menge auftrat, fiir 
eine Halogenbilanz des Gesamtmolekiils den Ausgangspunkt 
abgeben. Nach den unten wiederzugebenden Befunden unserer 
Untersuchungen erfiillt das N-Jod alle hierfiir nétigen Vor- 
bedingungen: es tritt in alle Proteine, die iiberhaupt die 
aufnahmefihige Gruppe besitzen, bei der Jodierung in stets 
gleicher Menge ein und verharrt darin bei den iiblichen Reini- 
gungsmethoden und Umfallungen mit Lauge, Saure, Alkohol, 
Ather usw. Durch die reduzierende Einwirkung der schwefligen 
Siure in der Kilte wird jenes N-Jod dem Molekiil entzogen 
und dabei resultiert wiederum ein Jodprotein mit konstantem 
Jodgehalt und charakteristischen Eigenschaften. Durch aber- 
malige Hochjodierung gelangt man von neuem zu dem erst- 
gewonnenen, maximal jodierten Protein. Von ganz besonderer 
Bedeutung aber ist die Tatsache, daf} das N-Jod zu den nach 
der SO,-Einwirkung verbleibenden C-Jodatomen in einem stets 
gleichen unwechselbaren Verhaltnis steht. Besser als alle 
abstrakten Darlegungen wird hier das Beispiel veranschaulichen 
und zu klaren Vorstellungen fiihren: 
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Das Globin nimmt bei der maximalen Jodierung nach 
Blum-Vaubel 11,4°/, Jod in das Molekiil auf. Gleichzeitig 
verschwindet die vorher positive Millonsche Reaktion. Be- 
handelt man dies Jodglobin (,,A‘) mit SO,, bis kein Jod mehr 
abgespalten wird, so resultiert ein Jodglobin (,B“) mit 7,6°/, 
Jod, ohne daf} die Millonsche Reaktion wieder positiv ge- 
worden wire. Durch neuerliche Hochjodierung kann man 
abermals aus der B-Substanz eine A-Substanz mit dem friiheren 
Jodgehalt gewinnen und kann diese nochmals zu B mit 7,6°)/, 
reduzieren. 

Vergleicht man die Jodzahlen miteinander, so erkennt 
man, dafi dem N-Jod im Verhiltnis zu dem Gesamtmolekiil 
ein Prozentgehalt von 11,4—7,6 = 3,8 entspricht. Dem C-Jod 
kommen beim Globin 7,6°/, zu, woraus sich ergibt, daB auf 
1 N-Jod (23,8 = 7,6) 2 C-Jod entfallen. Nachdem auch 
bei der B-Substanz die Millonsche Reaktion negativ geblieben 
ist, sind, solange wir nicht ein Vielfaches von 3 Jodatomen 
als ins Globin eingetreten annehmen, die beiden Jodatome als 
Tyrosinjod zu bezeichnen. Die SchluBfolgerungen sind einfach: 
in das Globinmolekiil werden bei maximaler Jodierung 3 Jod- 
atome (oder ein Vielfaches von 3) eingefiigt; '/, hiervon be- 
findet sich in loserer Bindung am N, */, in fester Bindung 
an dem aromatischen Ring des Tyrosins. Jedem Jodatom 
entspricht ein Prozentgehalt von 3,8, woraus sich als Mole- 
kulargréfie des Jodglobins 3540 oder ein Vielfaches hiervon 
errechnet. Auf die mannigfaltigen sonstigen Hinblicke, die 
die gewonnene Erkenntnis gewahrt, wird spiter zuriickzu- 
kommen sein. 

Kin weiteres Protein, in dem auf 2 Kernjod 1 N-Jod 
vorhanden ist, fanden wir im Jodovalbumin, dessen Maximal- 
zahl (A) 7,55°/, betrigt, wahrend nach SO,-Reduktion noch 
5,12°/, (B) verbleiben. Dem N-Jod entspricht demnach ein 
Prozentgehalt von 7,55—5,12 = 2,43. Das Abweichen dieses 
Wertes von der genauen Hilfte von 5,12 = 2,56 liegt durch- 
aus innerhalb analytischer Grenzwerte. Da auch A- und b- 
Jodovalbumin keine positive Millonsche Reaktion mehr be- 
sitzen, so gilt auch fiir diese Substanz, dafi ihr Kernjod dem 
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Tyrosin angehért. Hierzu ist allerdings eme Einschriinkung 
3 zu machen: sollten nicht 3, sondern ein Vielfaches von 3 Jod- 
i atomen in das Molekiil eingetreten sein, dann liegt die Még- 
P lichkeit vor, dafi dem zweiten N-Jod 2 in andere als dem 
) Tyrosinkomplex eingefiigte Kernjodatome entsprechen kénnen. 
Wofern man annimmt, dafi das N-Jod stets nur an der Imid- 
. | gruppe des Imidazols bzw. Histidins verankert ist, lassen sich 
: aus den bei der hydrolytischen Aufspaltung des betreffenden 
Proteins erhaltenen Mengen von Histidin und Tyrosin einige, 
allerdings mit vielen Unsicherheiten behaftete Anhaltspunkte 
zur Beurteilung obiger Frage gewinnen. 

Die Mindestmolekulargréfie des Jodovalbumins berechnet 
sich unter Zugrundelegung eines Prozentgehaltes von 2,51 fiir af 
jedes Jodatom auf 5060. Die Mindestwerte fir das Globin Papa on © 
und das Ovalbumin stehen zueinander im Verhiltnis ihrer ah 
maximalen Jodzahlen. Wollte man in diesem Sinne etwa aus 
den Maximalzahlen anderer Proteine auf deren Gréfe Schliisse 
ziehen, so wiirde man durchaus fehlgehen. Denn es hat sich ee 
ergeben, dali keineswegs iiberall auf 1 N-Jod 2 C-Jodatome 
eintreten. So enthalt das Serumalbumin A 8,16°/, Jod, die 
daraus gewonnene B-Substanz 6,75°/,, woraus sich fiir das 
N-Jod ein Prozentgehalt von 2,23 errechnet. Biuldlich laft 
sich das Verhiltnis der Jodzahlen in diesem Falle etwa fol- 
gendermafien darstellen: 








N-J | C-J | C-J C-J 
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Im Serumglobulin trifft man auf 4 Kernjodatome 1 N-Jod- 
atom an, da die A- und B-Zahl mit 8,3 und 6,67 eine Differenz 
von 1,66 fiir das N-Jod ergeben und dessen Verhiltnis zum 
Granzen demnach 1:4 betragt. 

Auch ein Protein ohne N-Jod haben wir gefunden: das 
Casein. Es besitzt keine B-Zahl, denn nach griindlichster 
Umfallung in der gewéhnlichen Weise vermag schweflige Saure 
kein Jod mehr abzuspalten. 
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In diesen Befunden sprechen sich konstitutive EKigentiim- 
lichkeiten der einzelnen Proteine aus, die beim Vergleich unter- 
einander und unter Beriicksichtigung bisher bekannt gewordener 
Bausteine der Proteine noch wesentlich an Schirfe gewinnen. 


Beginnen wir mit dem Globin, so miissen wir aus dem 
gefundenen Verhiltnis zwischen N-Jod und C-Jod von 1: 2, 
wie schon oben ausgefiihrt, entnehmen, dai mindestens einmal 
im Molekiil ein Histidin einem Tyrosin entspricht. Kame kein 
anderer C-Jodtriger als das Tyrosin in Betracht, dann kénnte 
man aus der Jodzahl von 7,6°/, Kernjod den Tyrosingehalt 
des Globins bestimmen durch die Formel 7.6: x = 254: 181, 
worin mit 254 die beiden Jodatome und mit 181 das Tyrosin 
ohne Beriicksichtigung seiner Peptidbindung eingesetzt sind. 
Das Resultat wiirde fiir x den Tyrosingehalt des Globins zu 
5,4°/, ergeben. Die Hydrolyse des Himoglobins hat Abder- 
halden’) durchgefiihrt und dabei nur 1,33°/, Tyrosin gefunden. 
Wenn auch jede Hydrolyse mit recht erheblichen Verlusten 
selbst des leicht auffindbaren Tyrosins einhergehen wird, so 
schlieft doch der hier vorliegende Abstand zwischen gefun- 
denem (1,53) und errechnetem (5,4) Wert aus, da alles Kern- 
jod auf Tyrosin zu beziehen ist. Es driingt sich die Annahme 
auf, daf} das Globinmolekiil umfangreicher ist, und daf zwar 
einem N-Jod ein Tyrosinkomplex mit 2 Jodatomen entspricht, 
einem zweiten jedoch eine andere kernjodtragende Gruppe oder 
deren zwei mit je einem Kernjod gegeniiberstehen. Vielleicht 
muf man sogar die Formel verdreifachen. Unter der Voraus- 
setzung, dafi z. B. in der einen ,Globinabteilung* Histidin 
mit 1 N-Jod sich findet und Tyrosin mit 2 C-Jod, in der 
zweiten aber das Histidin selber 1 N-Jod und 2 C-Jod tragi, 
erniedrigt sich der verlangte Tyrosingehalt auf die Halfte von 
5,4°/,, d. i. 2,7°/,.. Kann man mit irgendwelcher Wahrschein- 
lichkeit vermuten, dafi entweder ein zweites Histidin vdllig 
jodiert ist oder eine andere Gruppe mit 2 Kernjod zu einem 
N-Jod gehért, dann reduziert sich der errechnete Tyrosin- 
gehalt auf den dritten Teil = 1,8, womit allerdings ein Nihe- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 484 (1903) und ibid. Bd. 41, S. 397 (1907). 
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rungswert an den bei der Hydrolyse erhaltenen Wert er- 
reicht wire. 

Handelt es sich hier zunichst nur um Mutmafungen, so 
diirfen wir ihnen doch so viel Berechtigung zuerkennen, daf 
wir sagen: die Mindestgréfie des Jodglobins von 3340 ist 
wenigstens mit 2, vielleicht sogar mit 3 zu multiplizieren. 
In letzterem Falle wiren in dem Molekiil von der Gréfie 10020 
1 Tyrosin und 3 N-Jodtrager enthalten, welche letzteren noch 
weitere 4 Kernjodatome an anderen, noch nicht sicher er- 
kannten Stellen beanspruchen. 

Sehr interessante Einblicke in die Konstitution erlaubt 
der Zusammenhalt des an der Imidgruppe jodierten Histidins 
mit dem von Abderhalden bei der Hydrolyse erzielten Wert 
fir die Gesamtmenge dieser Aminosiure. Wenn man die 
durch die Untersuchungen von Pauly niichstliegende An- 
schauung vertritt, nimlich, daf} das N-Jod dem Histidin an- 
haftet, dann errechnet sich aus dem Jodwert von 3,8 fiir das 
entsprechende Histidin 3,8: x = 127:155; x = 4,64 als pro- 
zentualer Histidingehalt im Globin. Bei der hydrolytischen 
Aufspaltung des Globins sind aber 10,96°/o Histidin gefunden 
worden. Da die Siéurezersetzung jedenfalls keinen zu hohen 
Wert (eher einen zu niedrigen) liefert, so kann man annehmen, 
dafs entsprechend dem errechneten Wert von 4,64 und dem 
gefundenen von 10,96 je einem an der NH-Gruppe des Imid- 
azolrings jodierbaren Histidin zwei andere an dieser Stelle 
nicht reaktionsfihige Histidine entsprechen. Ist aus Griinden, 
die wir oben dargelegt haben, die MindestgréBe des Globins 
zu vervielfachen, dann enthalt das Molekiil ein entsprechendes 
Vielfaches von Histidinen, also 2- oder 3mal 3, von denen ein 
Drittel dergestalt in das Protein eingefiigt ist, dali es eine 
der Jodierung zugingliche Imidgruppe behalten hat, wihrend 
die anderen beiden Drittel an jener Stelle fiir den Zutritt von 
Jod gesperrt sind. Dabei bleibt die Méglichkeit bestehen, 
dali von dem Vielfachen des in seiner Imidgruppe angreifbaren 
Histidins oder von den hier unfreien Histidinen je nach der 
Vervielfachung 1 oder 2 Histidinmolekiile 2 Kernjodatome 
tragen. Bei verdoppelter Formel des Jodglobins liefie sich 
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beziiglich Histidin und Tyrosin demnach folgendes schematische 
Bild entwerfen: 


1 N-jod, Histidin 1 N-jod. Histidin 
2 C-jod. Tyrosin ra 2 C-jod. Histidin 
Histidin | Histidin 
Histidin 
oder: 
1 N-jod. Histidin 1 N-jod. und 2 C-jod. Histidin 
2 C-jod. 'Tyrosin ra Histidin 
Histidin | Histidin 
Histidin 


Beide Gruppierungen beriicksichtigen, dafi sich im Globin 
N-Jod zu C-Jod wie 1:2 verhalten und daf N-jodiertes Histidin 
zu dem am N nicht jodierbaren Histidin wie 1: 3 berechnet 
werden mu. Nicht beriicksichtigt ist, dafi aus dem Tyrosin- 
gehalt eine Verdreifachung der Globinmindestgrébe entnommen 
werden kann, wodurch eine dritte Abteilung ahnlich der zweiten 
anzureihen ware. 

Abderhalden hat bei der Hydrolyse des Globins 4,24 °/ 
Phenylalanin gefunden. Ein solch hoher Gehalt an dieser 
scheinbar zur Halogenaufnahme unfaihigen Aminosiure fordert 
fiir die Zukunft zu neuen Nachforschungen heraus, ob nicht 
doch hier noch unter bisher unbekannten Umstinden ein Kern- 
jodtrager gegeben ist. 

Beziiglich des Tyrosins liegen beim Ovalbumin die Ver- 
hiltnisse ihnlich wie beim Globin. Die Hydrolyse (Abder- 
halden und Pregl?)) lieferte hier 1,1°/o Tyrosin?). Aus der 
Jodzahl des mit SO, reduzierten Jodovalbumins berechnet sich 
nach der Gleichung 5,12 : x = 254: 181 fiir x ein Tyrosingehalt 
von 3,65. (Wir unterlassen hier wie oben die Umrechnung auf 


jodfreies Protein, um die Frage nicht zu sehr zu komplizieren; 


der Fehler ist durchaus unwesentlich.) Die grofie Differenz 
zwischen den beiden Werten legt es wiederum nahe, die 
Tyrosinzahl] zu teilen und das Molekiil entsprechend und mit 
den oben erérterten Tendenzen zu vergréfern. Bei der Hydrolyse 


‘) Diese Zeitschr. Bd. 46, S. 24 (1905). 
*) Phenylalanin 4,4°/). 
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des Ovalbumins konnte kein Histidin, sondern nur Arginin (2,14) 
und Lysin (2,15) gewonnen werden’). Aus dem N-Jodgehalt 
des Jodovalbumins A wiirde sich errechnen: 2,5: x = 127: 155; 
x = 3,05 als Mindestgehalt an Histidin unter der Voraussetzung, 
dafi eben nur das Histidin jenes abspaltbare Jod an seiner 
Imidgruppe bindet. (Die Zahl 2,5 ist das Mittel zwischen dem 
fir N-Jod gefundenen Wert von 2,43 und dem durch Hal- 
bierung des C-Jods errechneten Prozentwert fiir ein Jod- 
atom = 2,56.) Der volle Histidinanteil kénnte sogar noch 
créer sein, da, wie wir beim Globin erkannt haben, die Art 
der Verankerung des Histidins im Molekiil einmal eine Sub- 
stitution an der Imidgruppe erlaubt, ein anderes Mal dagegen 
nicht. Es drangt sich hier die Frage auf, ob man der Hydro- 
lyse oder dem N-Jod eine gréfere Beweiskraft beziiglich des 
Histidinnachweises zusprechen will. Dem N-Jod kommt in- 
sofern Sicherheit des Ergebnisses zu, als iiber seine An- oder 
Abwesenheit jeder einzelne Versuch zu dem gleichen und ein- 
deutigen Resultat fiihrt. Unentschieden aber mufi einstweilen 
bleiben, ob nicht doch noch neben dem Imidazolring andere 
aufnahmefahige Imidgruppen im Proteinmolekiil vorhanden 
sind. Diesen Vorbehalt wollen wir ausdriicklich fest- 
legen. Wir haben aber noch keinen Anlafi, die Annahme 
eines anderen N-Jodtragers auf Grund des gegensitzlichen 
Verhaltens des Ovalbumins als sicher zu bezeichnen. Es wird 
zu priifen sein, ob die einzelnen Proteine sich selbst nur 
annihernd gleich gegeniiber méglichst gleichmafig geleiteten 
Aufspaltungen verhalten und ob nicht hier eine Unsicherheit 
hydrolytischer Ergebnisse vorliegen kann. Bei der Zersetzung 
des Cystins und des Tryptophans beim Jodierungsprozefi bei- 
spielsweise und als Analogie haben wir einen durchaus ver- 
schiedenen Ablauf beim Globin und beim Serumalbumin kon- 
statiert: das erstere bewahrt sein Cystin noch intakt, wenn 
das Tryptophan schon lange oxydiert ist, wiahrend beim 
Serumalbumin der Prozefs gerade umgekehrt abliuft. Man 


1) Hug ouneng und Galimard, Compt. rend. de l’Acad, des Sciences 
Bd. 148, S, 242 (1908). 
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wird nicht umhin kénnen, Abweichungen im feineren Molekular- 
bau fiir derartige Differenzen verantwortlich zu machen. 

Aus den heute schon ziemlich iibersichtlichen konstitutiven 
Beziehungen zwischen N-Jod und C-Jod fallen die Proteine 
heraus, die auf 1 N-Jod 3 C-Jod aufnehmen. Dies ist beim 
Serumalbumin der Fall. Auch hier miissen wir 2 Jodatome 
dem Tyrosin zusprechen, da die Millonsche Reaktion bei der 
Halogenierung verschwindet. Eine Erérterung dariiber, welchem 
Proteinbaustein dies 3. C-Jodatom zuzusprechen ist, liegt vor- 
laufig noch zu sehr auf spekulativem Gebiet; dagegen labt 
sich wiederum der Mindestgehalt des Serumalbumins an Histi- 
din durch die Gleichung 2,23 : x = 127 : 155 errechnen: er 
ergibt sich (wenn 2,23 den prozentualen Anteil des N-Jods im 
Gesamtmolekiil darstellt) zu 2,71°/o. Wie weit miissen aber 
die unter der Bezeichnung ,Albumin* geeinten Proteine — 
Ovalbumin und Serumalbumin — strukturell auseinanderstehen, 
wenn dem einen auf 3 eintretende Jodatome 1 N-Jod, dem 
anderen aber erst auf 4 ein solches zukommt. 

Den Typus 1 N-Jod: 4 C-Jod repriisentiert das Serum- 
globulin. Man kénnte hier mutmafen, dai einem Histidin 
zwei Tyrosine ini Molekiil entsprechen; aber dann bezifferte 
sich der Tyrosingehalt auf 4,730 (6,64 : x = 254 : 181, wobei 
6,64 den Kernjodgehalt des Jodserumglobulins angibt) — ein 
Wert, der den analytisch bisher fiir das Serumglobulin von 
Abderhalden und Slavu!) gefundenen von 2,5 erheblich 
iiberschreitet. Histidin ist im Jodserumglobulin zumindest 
mit 2,03°/o vertreten (1,66 : x = 127: 155, 1,66 ist hier der 
N-Jodgehalt in Prozenten). Wie wiederholt betont, handelt 
es sich dabei nur um jenes an der NH-Gruppe durch Jod 
substituierbare Histidin. 

Bei dem Casein erlaubt umgekehrt das Fehlen des N-Jods 
insofern gewisse Schluffolgerungen, als sich daraus ableiten 
14Bt, dai die in ihm nachgewiesene Histidinmenge — Hart”) 
fand 2,6°/o — in Hinsicht auf ihre Imidgruppe fiir die Halo- 
genierung unempfinglich in das Proteinmolekiil eingebaut ist. 


') Diese Zeitschr. Bd. 59, S. 247 (1909). 
2) Diese Zeitschr. Bd, 33, S. 347 (1901). 
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Tr Die 7°/o Kernjod des Caseins werden bei diesem Protein in is 

guter Anniherung durch seinen Tyrosingehalt gedeckt; denn i; 
en jenen 7°/o entsprechen laut Berechnung (7,0 : x = 254 : 181) 3 
ne 5%) Tyrosin, wihrend die Hydrolyse des Caseins (E. Abder- Na 
m halden und A. Schittenhelm’)) 4,5°/o lieferte. aed 
ne Warum beim Histidin in einem Falle die Imidgruppe allein ee 
er der Jodierung zuginglich ist, im anderen Falle zusammen mit Pe 
m den CH-Gruppen, findet seine Erklirung durch das Verhalten tie 
r- der drei Ringkohlenwasserstoffe beim freien Imidazol (nach ie 
Bt Pauly). Waren dieselben durch CH, substituiert, dann trat a 
.., bei der Jodierung nur die NH-Gruppe in Reaktion und es Wy 
er entstand jene wenig feste Jodverbindung mit einem N-Jod. ia 
m Aus den am Kern jodierten Imidazolen konnte Pauly durch 
or Nachjodierung jeweils auch den am N-jodierten entsprechenden 
a3 Koérper gewinnen. Ausgeschlossen war die N-Jodierung nur, 
n, wenn die NH-Gruppe ihrerseits alkyliert war. Bei seinen 
m  Parallelversuchen am Histidin hat Pauly, weil es ihm nur 

auf jene Jodhistidine ankam, in denen das Jod fest am Kohlen- 
ics stoff haftet, stets in der Kilte jodiert und mit SO, nach- 
in behandelt. Er erhielt dann Dijodhistidinderivate, in denen die 
Q beiden noch reaktionsfaihigen CH-Gruppen mit Jod reagiert 
aj | hatten. Unsere Anschauungen iiber das Verhalten des Histi~ 
n dins im Proteinmolekiil bei der Jodierung miissen wir unter | 
n _ diesen Umstanden aus dem Vergleich mit den Imidazolverbin- * 
h '  dungen herleiten und kénnen, von dieser Grundlage ausgehend, 
+ (die Annahme machen, dafi eine Volljodierung an einem im 
r & Proteinmolekiil peptidartig eingeschalteten Histidin 3 Jodatome 
t an Stelle der H-Atome einfiigt: 
d CcO— 

OH - NH— 
S | 
n r 
) C—NJ 
; ES 
| CJ 
ne 4 


1) Diese Zeitschr, Bd. 47, 8. 458 (1906). 
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Werden die beiden substituierbaren CH-Gruppen unfrei — 
um einen nichts vorwegnehmenden Ausdruck zu gebrauchen —, 
so tritt jene Konfiguration mit ausschliefilicher N-Jodierung 
ein, die wir bei einer Anzahl von Jodproteinen vermuten 
mu ten (s. 0.). Bei anderen wiederum erachten wir es fiir 
recht wahrscheinlich, daB die NH-Gruppe ,unfrei* geworden 
ist, wihrend die CH-Gruppen substituierbar blieben. Hierhin 
gehéren jene Proteine, deren Histidingehalt die fiir N-Jod 
gefundenen Werte iiberschreitet, ohne dafi die Kernjodzahlen 
durch das vorhandene Tyrosin beglichen wurden. Das Globin 
weist derartige Bedingungen auf. 


Im Casein, von dem kein N-Jod aufgenommen wird und 
dessen C-Jod durch seinen Tyrosinanteil gedeckt wird, mul) 
das darin nachgewiesene Histidin sowohl in seinen CH-Gruppen 
als in seiner NH-Gruppe ,,unfrei‘ sein. 


Wir haben also in Bezug auf Jodierbarkeit mit folgenden 
Arten des Vorkommens von Histidin in den verschiedenen 
Proteinmolekiilen zu rechnen: 


1. Nur an der NH-Gruppe substituierbar — unfrei an 
den CH-Gruppen. 


2. Nur an den CH-Gruppen substituierbar -- unfrei an 
der NH-Gruppe. 


3. Sowohl an den CH- wie an der NH-Gruppe sub- 
stituierbar. 


4. An CH- und NH-Gruppen nicht substituierbar. 


Zur Kategorie 1 ziihlen wir das Globin, von dessen reichem 
Histidingehalt aber méglicherweise auch Anteile in Kategorie 2 
und 3 unterzubringen sind. In Kategorie 4 ist das Casein 
einzureihen, 

Wie schon friher erértert, liegen augenblicklich keine 
zwingenden Griinde gegen die Annahme vor, dafi das von uns 
bei der Jodierung von Proteinen gefundene N-Jod der An- 
wesenheit von Histidin entstammt. Mit Ausscheiden von 
Tryptophan und Prolin als N-Jodtriger sind die bekannten 
NH-haltigen Ringe des Hiweifimolekiils erschépft. Da nun 
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auch die Art des Eintritts des N-Jods in vielen Punkten 
-— hierauf kommen wir noch zuriick — den bei den Imidazolen 
erhobenen Befunden entspricht, so beniitzen wir bis zur Wider- 
legung die Histidinhypothese als heuristisches Moment. 

Die Entdeckung der verschiedenartigen Bindung des Jods 
in den Jodproteinen und die damit einhergehende Méglichkeit 
der Loslésung eines bestimmten Aiteils des Halogens hat, wie 
im Vorstehenden dargetan wurde, zu einer Erweiterung unserer 
Kenntnisse von der MindestgréBe des Proteinmolekiils und zu 
einer Vertiefung unseres Einblicks in seinen molekularen Bau 
gefiihrt. Allen Vorstellungen aber werden hemmende Fesseln 
angelegt, solange man den Kinwand nicht entkriften kann; 
dai mit der Jodierung weitgehende Zerstérungen des Protein- 
molekiils verkniipft sind, wie ja der Wegfall des bleischwiir- 
zenden Schwefels und das Verschwinden der Tryptophanreak- 
tion bewiesen. Eine zunichst scheinbar geringe Abianderung 
der Jodierungsmethode ist uns hier zu Hilfe gekommen und 
hat nach mehreren Richtungen die erstrebte Erginzung ge- 
schaffen: jodiert man nach der Blum-Vaubelschen Methode, 
unterbricht aber den Prozefi, sobald die Millonsche Reaktion 
verschwunden ist, was im allgemeinen schon nach 3—6 Mi- 
nuten eintritt, dann erhalt man ein Produkt, das bereits alles 
Kernjod in sich tragt, aber fast oder véllig frei von N-Jod 
geblieben ist, positive Schwefelbleiprobe und positive Probe 
nach Neubauer-Rohde zeigt, also das Cystin und das Tryp- 
tophan unzersetzt bewahrt hat. Analysiert man eine solche 
mit der Schnellmethode hergestellte Substanz (wobei, um sicher 
zu sein, dafi nicht doch schon kleine Anteile von N-Jod ein- 
getreten sind, mindestens vergleichsweise eine SO,- Behandlung 
einzuschalten ist), dann erhalt man Jodzahlen, die durchaus 
denjenigen de sogenannten B-Substanzen, d. h. den durch SO, 
dejodierten maximaljodierten Proteinen gleich sind. Dabei ist 
der Schwefelgehalt dem des genuinen Proteins entsprechend 
und die nicht halogensubstituierbaren aber oxydativ verander- 
lichen Aminosaduren, das Cystin und das Tryptophan, sind er- 
halten. So fiihrt dieser einfache Weg zu zwei belangvollen 


Ergebnissen: einerseits erweist sich, dai die aus den maximal 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 10 
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jodierten Proteinen entstandenen B-Substanzen in ihrer Zu- 
sammensetzung nur nebensichlich veriindert sind gegeniiber 
den fast intakten Produkten der Schnelljodierung, und anderer- 
seits gruppieren sich jetzt die Umsetzungen am Protein in 
solche vermeidbarer und solche unvermeidbarer Natur. Wih- 
rend die Kernjodierung sich nahezu als Kontaktreaktion ab- 
spielt und zur vollen Halogensubstitution des Tyrosins und 
anderer ebenso intensiv bindenden CH-Gruppen (CH-Gruppen 
des Histidins?) fiihrt, unterbleibt zuniichst vollstindig der 
Kintritt von Jod in die NH-Gruppe. Erst nach und nach 
beginnt und vollendet sich diese Substitution, womit der ganze 
Vorgang an Ahnlichkeit mit dem JodierungsprozeS am Imid- 
azol gewinnt. Oxydationen des Proteinmolekiils setzen schon 
in der ersten Periode der Jodierung ein; denn die auftretenden 
Jodwasserstoffmengen iiberschreiten deutlich die der Substi- 
tution entsprechenden Werte; aber ihre Quantitaét ist doch 
geringer als die Erdsumme bei langdauernder Halogenein- 
wirkung. Das ist ja auch vollauf durch das Erhaltenbleiben 
der Reaktionen auf unveranderten Cystinschwefel und auf 
Tryptophan erklart. Jodoform tritt bei der Schnelljodierung 
iiberhaupt nicht auf, so daf} aus dem spiiteren Handinhand- 
gehen der Cystinverinderung mit der Jodoformbildung die 
Annahme gestiitzt wird, daf} das Cystin einen hauptsichlichen 
Jodoformbildner im Proteinmolekiil darstellt. 

Die Vernichtung der einen Biuretgruppe des Proteins, von 
der mehrfach die Rede gewesen ist, gehért zu den sofortigen 
Folgeerscheinungen der Jodierung. Wie Blum und Vaubel 
dargetan haben, haingt an diesem abiuret gewordenen Protein- 
anteil auch der Tyrosinkomplex. Eine symmetrische Struktur 
des Proteinmolekiils, woran man zuweilen gedacht hat, ist 
durch diese Befunde ausgeschlossen. 

Teilen wir die Vorginge bei der Jodierung, wie sie sich 
gemifi den Beobachtungen bei der Schnelljodierung darbieten, 
in sofortige unvermeidbare Hauptreaktionen I und in erst all- 
miahlich einsetzende Begleiterscheinungen (Nebenreaktionen) II, 
so ergibt sich folgende Gegeniiberstellung: 
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I Il 
a) Volle Kernjodierung. a) N-Jodierung. 
(Verschwinden der Millonreak- b) Oxydation von Cystin und Tryp- 
tion.) tophan. 
b) Vernichtung einer Biuretgruppe. (Abspaltung von Schwefel.) 
c) HJ-Bildung aus Oxydationen. c) Jodoformbildung. 
d) Weitere HJ-Bildung aus Oxyda- 
tionen. 


Aus dieser Aufstellung erkennt man als ein wesentliches 
Moment des ganzen Problems den Eintritt des Jods in die 
zyklischen Ringe des Proteinmolekiils. Vereinigt man hiermit 
Synthesen, die sich vornehmlich an den Ketten und Seiten- 
ketten des Molekiils abspielen werden, wie die Methylenierung 
(Blum’', Schwarz’), die Benzoylierung (Blum und Umbach’), 
die Methylierung (Edlbacher* u. a.) und andere mehr, so 
eréffnen sich aus dem Vergleich der Resultate wie Kombina- 
tionen beider Methoden mancherlei Méglichkeiten, die Ringe 
und Ketten mit Markierungen zu versehen und dadurch sich 
einen tieferen Einblick in das molekulare Gefiige der Proteine 
zu verschaffen. Die Gewinnung selbst nur von Umrissen oder 
die Aufdeckung von Beziehungen bisher unbekannter Art wiirde 
einen Schritt voran auf diesem Wege bedeuten. 

Eine solche Spur hat der eine von uns (Strauf) ver- 
folgt, indem er das Verhalten der nach den verschiedenen oben 
skizzierten Jodierungsmethoden hergestellten Jodproteine bei 
der peptischen Verdauung studierte. Die bisher erzielten Re- 
sultate sind belangvoll genug, um sie hier mitzuteilen. Setzt 
man maximal jodierte Proteine der Einwirkung von Pepsin- 
salzsiure bei 37° aus, so bleiben sie unveriindert, solange die 
Salzsiure nicht begonnen hat, das Jod aus seiner molekularen 
Bindung loszusprengen. Die Dauer dieser ,,Sperrung* betrag 
oft viele Stunden und tritt besonders bei Vergleichsversuchen 
mit Substanzen der B-Reihe (N-dejodierte) und solchen der 


1) Diese Zeitschr. Bd. 22, S. 127 (1896). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 31, S. 460 (1900). 

3) Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 285 (1913). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 52 (1919) und Bd. 108, S. 287 (1919) 
(siehe dort weitere Literaturangaben). 
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C-Reihe (schnelljodierte) deutlich in die Erscheinung. Die 
letzteren beiden Jodproteinarten werden dagegen von Pepsin- 
salzsiiure ungefahr gerade so rasch in Lésung itibergefihrt, 
wie die genuinen Ausgangsmaterialien. Setzt man aber die 
B- und C-Jodproteine der Erwirmung auf etwa 70° wihrend 
mehrerer Stunden aus, so hat sich bei den B-Substanzen das 
Verhalten gegeniiber Pepsinsalzsiure wesentlich geindert: sie 
haben ihre Angreifbarkeit verloren und bleiben ungelést. Die 
C-Substanzen lassen manchmal eine gewisse geringfiigige Hem- 
mung erkennen, verhalten sich aber im grofien ganzen wie 
ein in gleicher Weise vorbehandeltes genuines Protein. Die 
gelegentliche Verlangsamung des Liésungsprozesses entspringt 
héchstwahrscheinlich einer nicht immer ginzlich vermeidbaren 
Umwandlung der betreffenden C-Substanz im Sinne der B- 
Substanz. 

Wodurch ist dieses ganze Verhalten bedingt und was ist 
am Molekiil vor sich gegangen? Da der Unterschied zwischen 
der gesperrten A-Substanz (maximaljodiert) und dem nicht 
gesperrten B-Kérper (mit SO, dejodiert) nur auf der An- resp. 
Abwesenheit des N-Jods beruht, so muf} man seiner Gegen- 
wart die Sperrung gegeniiber Pepsinsalzsiure zuschreiben. Die 
Kernjodierung selbst besitzt keinen ahnlichen Einfluf. Die 
Begriindung des gegensiatzlichen Verhaltens der B- und C-Sub- 
stanzen nach ihrer Erwirmung auf 70° muf} zunichst in vollig 
anderer Richtung gesucht werden; denn hier kann ja das N- 
Jod keine Rolle spielen und auch der Umstand seiner vor- 
maligen Anwesenheit bei den B-Substanzen geniigt nicht zur 
Erklarung, nachdem aus B- wie C-Substanzen in gleicher 
Weise durch Hochjodierung A-Jodproteine wieder erhiltlich 
sind. (Hiermit ist ausgeschlossen, daf} etwa die Einwirkung 
der schwefligen Siéure an dem besonderen Verhalten Schuld 
sein kénnte.) Diese Uberlegung driingt dazu, in den anderen 
Umsetzungen, die die B- und C-Kérper durchmachen, die 
Grundursache zu suchen. Man erinnere sich daran, daf die 
mittels der Schnelljodierung hergestellten C-Jodproteine ihren 
Cystin- und Tryptophankomplex intakt bewahrt haben, wih- 
rend die nach maximaler Jodierung durch SO,-Reduktion 
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dargestellten B-Substanzen an diesen beiden Gliedern ihres 
Gesamtbaues erhebliche Verinderungen durch oxydative Ein- 
wirkung erlitten haben. Hier kénnen Angriffspunkte fiir die 
Hitzesperrung gegeben sein. Diese letztere muf} man sich 
wohl als durch eine innere Anhydridbildung bedingt vorstellen. 
Gegeniiber der Salzsdéure ist dieselbe sehr bestindig; Lésen 
in Alkali jedoch und Fallen mit Salzsiure aus dieser Lésung 
hebt die peptische Sperrung auf. Hiernach hat entweder der 
,Cystinarm“ oder der ,Tryptophanarm“ der B-Jodproteine 
Kigenschaften angenommen, die jene Anhydridbildung und 
damit die Sperrung gegeniiber Pepsinsalzsiure erméglichen. 
Da der Cystinkomplex bei der Oxydation seines Schwefels 
offenbar stark saure Kigenschaften gewonnen hat, wird er 
wohl kaum als Aufnahmestelle des Pepsinangriffs in Frage 
kommen; basische Komponenten sind hier die wahrschein- 
licheren Rezeptoren. Man wird es aber nicht von der Hand 
weisen kénnen, daf} ebenso wie das oxydativ verinderte Tryp- 
tophan auch das im Sinne der Cysteinséure umgeformte Cystin 
bei der Erhitzung mit einem basischen Anteil des Protein- 
molekiils eine Bindung eingeht und dadurch die Eingangspforte 
fiir das Ferment sperrt. Hiermit nihern sich méglicherweise 
wiederum die scheinbar weit auseinander liegenden Urspriinge 
der Hemmung durch das N-Jod bei den A-Substanzen und 
die Sperrung durch innere Anhydridbildung bei den B-Sub- 
stanzen, indem beide Male ein basischer Komplex des Pro- 
teins die entscheidende Rolle spielt und der Weg zu ihm ein- 
mal durch Jod, ein anderes Mal durch die Anhydridbildung 
verlegt wird. 

Wie sich andere Substitutionen hier wegweisend anreihen 
lassen, soll in einer spiteren Arbeit erértert werden. 


Experimenteller Teil. 
I. Die Methoden. 


Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Jodproteinen 
dienten uns méglichst vollkommen isolierte und sorgfiltig 
gereinigte Proteine in klaren, wafrigen Lésungen. In keinem 
Falle kamen vorher koagulierte Stoffe zur Anwendung. Bis 
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jetzt haben wir nur Proteine des Tierreichs jodiert. Wir ver- 
sprechen uns aber von der Heranziehung pflanzlicher Proteine 
noch mancherlei Ausblicke fiir die Eiweifschemie und werden 
diesem Forschungsgebiet alsbald nihertreten. Den Protein- 
gehalt unserer Stammlésungen haben wir stets bestimmt und 
ihn im Durchschnitt auf 1,5 bis 2°/o des betreffenden Pro- 
teins gehalten. 


Die Maximaljodierung. 


Die zu jodierende Proteinlésung wird mit Natriumbikarbonat 
schwach alkalisch gemacht und so erhalten; ein Uberschuf 
bis zur Curcumabréiunung wird vermieden. Sodann wird eine 
etwa doppelt normale Jodjodkalilésung im Uberschu® zuge- 
gefiigt und das Gemisch entweder '/,—1 Stunde im Wasser- 
bade bei 40° (héher als 45° haben wir die Temperatur nicht 
steigen lassen) oder laingere Zeit bei 37° im Brutschrank 
digeriert. Man wihlt die Jodjodkalimenge so grof}, daB nach 
kiirzerer Zeit das Verschwinden des Jods wahrnehmbar ist; 
dann fiigt man immer kleinere Mengen hinzu, bis dauernd Jod 
ungebunden bleibt. Bei einer Erwirmung auf 37° ist dieser 
Zeitpunkt im allgemeinen nach 24 Stunden eingetreten. Nun 
wird das Reaktionsgemisch abgekiihlt und der Jodiiberschufi 
durch einige ccm Natriumthiosulfatlésung entfernt. Die 
schwach gelblich gefirbte Lésung wird durch ein Papierwolle- 
filter gesaugt und mit (10°/oiger) Essigsiiure zuniichst so lange 
vorsichtig versetzt (Aufspritzen von Aceton verhindert das 
Uberschiumen), bis die jodierte Substanz auszufallen beginnt; 
dann setzen wir bis zur abermaligen klaren Lésung einige 
ccm 10% iger Natronlauge zu, um die gebildeten Jodhydrate 
sicher zu zerstéren, und fallen nun vollstindig mit Essigsiure. 
Meist flockt das Jodprotein sofort sehr gut aus; ein Zusatz 
von Natriumsulfat in konzentrierter Lésung beschleunigt das 
Absitzen der Substanz. Nun wird mehrfach mit Wasser de- 
kantiert und dann in 80°/oiges Aceton, dem einige Tropfen 
Essigsiure zugefiigt sind, eingetragen und die nunmehr wasser- 
unlésliche Substanz aufs Filter gebracht. Hier wird das Jod- 
protein so lange mit destilliertem Wasser gewaschen, bis in 
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einer gréfieren Menge des Waschwassers keine Spur von Jod 
mehr nachweisbar ist (Nitrit- oder Jodatprobe). Man mufi 
bei dieser Reinigung sorgfiltig vermeiden, die Substanzen 
unter die Kinwirkung von kochendem Wasser zu bringen, um 
Jod- und Stickstoffverluste zu verhindern. Die so bereitete, 
maximaljodierte Substanz — wir bezeichnen sie mit ,A* — 
lift sich unter Wasser nach Chloroformzusatz unbegrenzt 
lange aufbewahren. 


Die Gewinnung von ausschlieflich am Kohlenstoff 
jodierten ,kernjodierten* Proteinen. 


Aus den maximaljodierten Substanzen gewinnen wir die 
Proteine mit ausschlieBlichem ,Kernjod“ durch Umfiallung 
ihrer Natriumsalze mittels schwefliger Siure. Die Substanz A 
wird, ehe sie koaguliert wird, d. h. vor Eintragung in Aceton, 
mit méglichst wenig verdiinnter (bis zu 10°/oiger) Natronlauge 
rasch in Lésung gebracht und sofort mit schwefliger Séure 
in geringem Uberschuf versetzt. Man kann auch behufs Ver- 
meidung allzu grower Fliissigkeitsmengen zur Lésung der Sub- 
stanz eine 2°/oige Natronlauge benutzen, die ca. 10%) Na- 
triumbisulfit (puriss.) gelést enthalt. Dann fallt man mit 
verdiinnter Schwefelsiure (1:4). Bei dieser Umfillung ist 
sorgfaltig jede Erwirmung des Reaktionsgemischs zu vermel- 
den. Lésung, Fallung, Abfiltrieren und griindliches Auswaschen 
mit kaltem Wasser wird so oft wiederholt, bis das Gesamt- 
filtrat keine Spur Jod mehr enthalt. Der hier anzustellenden 
Nitritprobe mufi vorsichtiges Ausfillen etwa im Filtrat ge- 
lister Eiweifianteile durch Phosphorwolframsiure vorhergehen. 
Ist das Filtrat endgiiltig jodfrei und demnach alles mit schwef- 
liger Siiure abspaltbare Jod der vorher maximaljodierten 
Substanz entzogen, so wird wieder in Natronlauge gelést und 
mit Essigsiure gefallt und mit Wasser gewaschen und diese 
letztere Umfiallung so oft wiederholt, bis alle anhaftende 
schweflige Siiure entfernt ist. Auch bei diesem ProzeB kann 
ein Zusatz von Natriumsulfat die Ausflockung beschleunigen; 
es ist dann natiirlich nétig, so lange zu waschen, bis das Filtrat 
keine Schwefelsdiurereaktion mehr gibt. Die gewonnene, aus- 
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schlieBlich am Kohlenstoff jodierte ,,kernjodierte“ Substanz 
bezeichnen wir mit ,B*“. 


Die Schnelljodierung. 


Die als A und B bezeichneten Jodproteine unterscheiden 
sich von ihren Ausgangssubstanzen u. a. dadurch, dafi sie 
eine positive Millonsche Reaktion nicht mehr ergeben, bei 
der Ehrlich-Rohdeschen Probe mit Paradimethylamido- 
benzaldehyd keine lot- bzw. Violettfarbung liefern und bei 
der Probe auf leicht: abspaltbaren Schwefel mittels heiber 
alkalischer Bleisalzlésung keinen Schwefelbleiniederschlag er- 
zeugen. Ks sind, wie wir in der Kinleitung dargetan haben, 
neben der Substitution durch das Jod Oxydationsprozesse 
einhergegangen, die den T'ryptophankern veriindert und den 
Cystinkomplex zerstért haben. Um Proteine zu gewinnen, 
die neben der Substituierung méglichst wenig von Oxydations- 
prozessen verindert sind, jodieren wir wihrend ganz kurzer 
Zeiten, d. h. nur so lange, bis die Millon-Reaktion negativ 
geworden ist. Dies allein ist das Kriterium, daf} das Tyrosin 
komplett jodiert ist. Man jodiert am besten in kleinen Por- 
tionen der Proteinlésung (jeweils 100—150 ccm einer 2°/oigen 
Lésung) unter Hinzufiigung eines Uberschusses von Jodjod- 
kali. Die bikarbonatalkalische Lésung wird auf 40—45° er- 
wirmt, die gleichfalls vorgewiirmte Jodjodkalilisung zugefiigt 
und das Gemisch unter stetem Umschiitteln 6—9 Minuten auf 
der genannten Temperatur gehalten. Sodann wird sofort der 
Jodiiberschu durch Thiosulfat entfernt, abgekiihlt, verdiinnte 
Natronlauge zugefiigt und mit Essigsiiure ausgefillt. Hierbei 
ist der Zusatz von Natriumsulfat von grobem Vorteil. An 
die Ausfillung muf} sich, wenn auch oft iiberhaupt kein Stick- 
stoffjod eingetreten ist, doch der Sicherheit halber eine Um- 
fallung mit schwefliger Saéure anschlieben: meist wird hier 
eine einmalige Behandlung ausreichend sein. Die Jodierungs- 
dauer von 6—9 Minuten lieferte in den von uns zu _ beschrei- 
benden Fallen véllig weibe, feinflockige, im Wasser unlés- 
liche Substanzen — sie mégen mit ,C“ bezeichnet werden — 
mit erhaltener Tryptophan- und Cystinreaktion. Die Jod- 
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zahl dieser C-Substanzen ist die gleiche wie die der B-Sub- 
stanzen. 


Die Trocknung der Jodproteine. 


Die drei Arten der Jodproteine werden in gleicher Weise 
zur Analyse getrocknet: Zunichst wird durch Waschen auf 
dem Filter mittels Aceton oder absolutem Alkohol das Wasser 
vollkommen verdringt. Um Verfirbung der Substanzen zu 
vermeiden, muf$ ein Eintrocknen bei noch vorhandenem Wasser- 
gehalt verhiitet werden. Das Jodprotein wird mit (2—3mal 
destilliertem) Aceton abgespritzt und mit Aceton oder Alkohol 
abs. einige Minuten heif} digeriert bzw. gekocht. Sodann 
wird das Aceton auf dem Filter durch Ather verdriingt und 
die Substanz mit Ather gut gewaschen. Noch anhaftender 
Ather wird abgesaugt und die Substanz alsbald auf Ton 
gestrichen. Man gewinnt so in allen Fillen weife bzw. ganz 
schwach gelblich gefirbte staubfeine Pulver, die im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure und durch Erwirmung auf 80—90° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet werden. 


Die Analyse der Jodproteine. 


Die Jodproteine bereiten der Elementaranalyse von C, H 
und N durch ihre Schwerverbrennbarkeit grofie Schwierig- 
keiten; sowohl die alte Methode der Verbrennung, wie auch 
die Mikroanalyse liefern nicht immer vollig befriedigende 
Kesultate. Es ist stets nétig, die Substanzen zur Verbrennung 
mit Kupferoxyd und Bleichromat zu vermischen. Fiir die 
Stickstoffbestimmung ist meist die Dumasmethode der Me- 
thode von Kjeldahl vorzuziehen. Es fiallt auf, dafi die 
C-Substanzen bedeutend glatter verbrennen als die A- und 
B-Substanzen. Die Schwefelbestimmungen wurden nach der 
Methode von Asboth-Diiring bzw. Pringsheim') (Ver- 
schmelzen mit Natriumsuperoxyd) vorgenommen. Wigbare 
Mengen von Asche enthielten unsere Substanzen in keinem 
Falle. Die Bestimmung des Jods wurde stets nach der von 


') Vgl.dazu Abderhaldens Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden. 
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F. Blum und R. Griitzner’) ausgearbeiteten, sehr genauen 
Methode ausgefiihrt. Die zu analysierende Substanz wird in 
geriumigem Kisentiegel mit calcinierter Soda und etwas Pott- 
asche bedeckt und daneben eine Stange Natriumhydroxyd zum 
Schmelzen gebracht. Das geschmolzene Atznatron wird rasch 
iiber die Substanz fliefien gelassen, dann vorsichtig bis zum 
villigen Schmelzen und nach Hinzufiigung einer Messerspitze 
Kaliumnitrat bei bedecktem Tiegel bis zum_ vollkommenen 
Klarwerden weiter erhitzt. Diese Prozedur soll in ca. 10 Mi- 
nuten beendet sein. Die erkaltete Schmelze wird gelist, in 
einen 21 fassenden Schottkolben iibergefiihrt und zuerst in 
alkalischer, dann schwefelsaurer Liésung mit Permanganat 
oxydiert, wobei alles Jodid in Jodat verwandelt wird. Nach 
dem Erkalten wird die Fliissigkeit mit Soda wieder alkalisch 
gemacht und zur vélligen Reduktion des Permanganats mit 
einigen ccm abs. Alkohols gekocht. Nach dem Abfiltrieren 
des ausgeschiedenen Braunsteins wird die alkoholfreigekochte 
Lésung mit einem Gemisch von Schwefelsiure und Phosphor- 
siure angesiuert, etwas Ammonsulfat in Substanz zugesetzt 
und noch einige Minuten gekocht. Durch Jodkalizusatz wird 
nun entsprechend der anwesenden Jodsiure die 6fache Menge 
des in der zu analysierenden Substanz vorhandenen Jods frei 
gemacht und mit n/10-Natriumthiosulfatlésung titriert. Zur 
Berechnung dient uns der Faktor ,Titer der Thiosulfat- 
lésung: 6“ (f), den wir immer durch Einstellung neu _be- 
stimmen. 


II. Die Jodproteine. 
Die Bildung von Jodwasserstoff bei der Jodierung. 


Die Bildung von Jodwasserstoffsiure geht mit der Sub- 
stitution einher und kann, soweit sie die entsprechenden Werte 
iiberschreitet, als Index fiir die beim Jodierungsprozefi statt- 
findende Oxydation dienen. Um den Grad der Oxydation bei 
verschiedener Dauer der Jodierung kennen zu lernen, haben 
wir Serumalbumin in gemessener Menge mit genau bekannter 
Menge von Jod behandelt. Gleichzeitig haben wir den Jod- 


') Diese Zeitschr, Bd. 85, S, 429 (1918) und Bd. 91, S. 392 (1914). 
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verbrauch einer reinen aquimolekularen Bikarbonatlésung be- 

n stimmt. Proben wurden entnommen nach 3, 6, 9, 12, 30 und ees 

* 60 Minuten. Die Temperatur war dauernd 40°. Es ergaben Be er: 

n sich folgende Zahlen: 

p a) Reihe 3‘—12' in Durchschnitten: 

n 1. Gesamtverbrauch an Jod: 0,286 g, 

2. Leerverbrauch fiir Bikarbonat: 0,040 g, 

3. an 0,58 g Serumalbumin festgebunden: 0,044 g. be 
Es sind demnach fiir Jodwasserstoffbildung 0,202 g Jod 

anzusetzen, fpr. 

l : b) Reihe 30’—60’: ey 

1. Gesamtverbrauch an Jod: 0,330 g, ff: 

2. Leerverbrauch fiir Bikarbonat: 0,041 g, 

3. an 0,58 g Serumalbumin festgebunden: 0,052 g; 
fiir Jodwasserstoffbildung anzusetzen: 0,237 g. 





Daraus berechnet sich die Menge von Jodwasserstoffsiure 
auf 100 g Serumalbumin: 
bei kurzdauernder Jodierung . . . . 358 
bei langdauernder Jodierung . . . . 41 g. 


Unter den von uns gewihlten Bedingungen ist also die 
4,3—4,4fache Menge Jod verbraucht worden, die zur Sub- 
stitution nétig war. 

1. Jodovalbumin. 

Als Ausgangsmaterial diente kristallisiertes Ovalbumin, 
das aus frischen Hiihnereiern in bekannter Weise gewonnen 
wurde. Zum Ausdialysieren der Ovalbuminlésungen (wie auch 
der anderen Proteinlésungen) beniitzten wir sehr grofie, ca. 1 bis 
1'/, | fassende Fischblasen, die, unter Aceton aufbewahrt, viele 
Male wieder gebraucht werden kénnen’). Die Maximaljodierung 
lieferte ein schwach gelblich gefirbtes Jodovalbumin A, an dem a 
die Reaktionen nach Millon, Ehrlich- Rohde und die Schwefel- ih 
bleireaktion negativ ausfielen. a 


a) CH-Bestimmung: 
Angew. 0,1889 g = 0,2484 g CO, = 48,8 °/, C 
OMT: ZO- 617%, &. 
b) N-Bestimmung (Kjeldahl): 
Angew. 0,1948 g titr. n/5-Saéure: 9,7 com = 13,95 °/, N. 


) Wir ‘eben diese Fischblasen durch die Firma B. B. Cassel in 
Frankfurt a. M. bezogen, 
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c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1802 g BaSO, = 0,0133 g = 1,01 %, S. 
d) Jodbestimmungen: 
1, Angew. 0,1155 g titr. Thiosulfat (f = 1,95) 4,5 com = 8,775 mg J 
= 7,59 %/, J, 
0,1618, , . (f =1,95)6,3 , =12,258meJ 
= 7,5 /, J, 
2, , Cae. . ‘ (f == 1,95)5,0 , =9,75 mg J 
= 7,6 °/, J, 
ae ‘ (f= 1,95)5,5 , =10,725mgJ 
= Te), J. 
Durchschnitt: 7,55 °/, Jod (A-Zahl). 


Die Umwandlung dieser A-Substanz in die B-Substanz 
wurde mit SO, in der beschriebenen Weise vorgenommen. Das 
gewonnene Jodovalbumin B war ein fast weifses Pulver und 
ergab analytisch folgende Zahlen: 

a) CH-Bestimmung: 

Angew. 0,1494 ¢ = 0,2721 g CO, = 49,67, C 

= 0,0863 , HO = 6,41 °/, H. 

b) N-Bestimmung: 

Angew. 0,1452 g titr. n/5-Séure: 7,25 ccm = 138,99 °/, N. 
c) S-Bestimmung: 

Angew. 0,1682 g BaSO, = 0,0119 g = 0,97 °/, S. 
d) Jodbestimmungen: 


1. Angew. 0,1545 g titr. Thiosulfat (f = 1,95) 4,0 ccm 
+ 0,3 cem n/100-Thios. = 7,859 mg J = 5,01 °/, J, 
0,1255 g titr. Thiosulfat (f = 1,95) 3,3 ccm 
+ 0,6 ccm n/100-Thios. = 6,532 mg J = 5,2 °/, J, 


2. Angew. 0,0940 g titr. Thiosulfat (f = 1,91) 2,6 ccm 
= 4,966 mg J = 5,2 /, J, 
0,0717 g titr. Thiosulfat (f = 1,91) 1,9 cem 
= 8,625 mg J = 5,06 °/, J. 
Durchschnitt: 5,12 °), (B-Zahl). 


Vergleicht man die A-Zahl (7,55) und die B-Zahl (5,12) 
des Jodovalbumins, so ergibt sich, dafi sie sich wie 3:2 zu- 
einander verhalten, womit dargetan wird, daf} in das maximal- 
jodierte Jodovalbumin auf je 3 Jodatome 2 Kernjodatome und 
1 N-Jodatom eingetreten sind. Den beiden Kernjodatomen 
entspricht ein Jodgehalt von 5,12 °/,; dem einen N-Jod ein 
solcher von (7,55 — 5,12 =) 2,43 °/,. Errechnet aus der Kern- 
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jodzahl (5,12: 2) wiirde sich 2,56 % fiir jedes eingetretene 
Jodatom ergeben — ein mit der Analyse gut iibereinstimmen- 
des Resultat. 

Zur Veranschaulichung des Strukturbildes des jodierten 
Qvalbumins diene die Skizze: 








N-J | C-J | C-J 




















worin ,1“ dem Gehalt an N-Jod, ,2“ demjenigen an Kernjod 
und ,3“ den Gesamtjodatomen entsprechen. Es befinden sich 
im maximaljodierten Ovalbumin demnach 3 Atome Jod oder 
ein Vielfaches von 3 Atomen, von denen 2 (oder ein Viel- 
faches davon) am Kohlenstoff, 1 am Stickstoff haften. 

Das Ovalbumin ist bereits mehrfach jodiert worden. Blum! 
fand 7,1 % Jod, Hopkins?) 7,2 °/,. Nach der Jodierungs- 
methode von Hofmeister (in saurer Liésung) fand Kurajeff?) 
8,54 °/,. Hofmeister‘) selbst hatte 8,95 °/, gefunden. Neuer- 
dings lief} Krzemecki®) Jod in methylalkobolischer Lésung 
auf koaguliertes Ovalbumin einwirken und fand nach Ein- 
wirkung von siedender konzentrierter Essigsiiure auf das ge- 
bildete Produkt 24,45 °/,, nach Behandlung mit Aceton bzw. 
Natriumthiosulfat bei gewéhnlicher Temperatur 15,63 °/, baw. 
6,26 °/, — Zahlen, die aus Griinden der Methodik mit den 
unsrigen nicht in Vergleich zu setzen sind; denn unseren aus- 
gedehnten Erfahrungen nach fiihrt der Versuch, koagulierte 
Eiweifkérper einheitlich zu jodieren, nicht zum Ziel. 

Aus einem Vergleich des Verhiltnisses von C zu N im 
genuinen Ovalbumin mit den nach der Methode von Hof- 
meister und jenem von uns angewandten Verfahren her- 
gestellten “Jodovalbuminen lift sich erkennen, dafi unsere 


1) Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 297 (1899). 
*) Berichte Bd. 30, S. 1860 (1897). 

8) Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 462 (1899). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 24, S. 158 (1897). 
5) Zitiert nach Zentralblatt 1912, S. 2034. 
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maximaljodierte Substanz das richtige Verhiltnis bewahrt hat, 
wihrend die mit saurer Lésung jodierten Substanzen kohlen- 
stoffreiche Teile abgespalten haben. Ihr hoher Jodgehalt be- 
weist also keine gréfere Absittigung mit Jod, sondern er ist 
die Folge einer betriichtlichen Aufspaltung des Kiweifimolekiils, 
Im genuinen Ovalbumin ist C : N = 4,144 (Hofmeister) bzw. 
4,00 (Langstein) oder 4,11 (Osborne). Das Verhiiltnis ist 


wet i‘) = 4,107, fiir die B-Substanz 


4,12. Fir die Hofmeisterschen Zahlen berechnet es sich 
zu 3,916, fiir Kurajeffs Zahlen zu 3,92. 

Rechnet man nach der von Blum und Umbach’) an- 
gegebenen Formel: 


fiir unsere A-Substanz ( 


Klement °/, X 100 
100 — Jod %/, 


auf ,jodfrei* um, so ergibt sich fiir unsere Zahlen: 
C = 52,7 , C = 523%, 
aie oarlt is ae, 
fiir Hofmeisters Zahlen ergibt die Umrechnung: 
C (47,92) = 52,6 %, 
N (14,27) = 15,6 %,, 
fiir Kurajeffs Zahlen ergibt sich: 
C (49,04) = 53,6 °/, 
N (14,61) = 15,97 %,. 

Vergleicht man diese Zahlen mit den fiir das genuine 
Ovalbumin gefundenen Werten, so erweisen sich die Zahlen 
von Kurajeff besonders in Bezug auf N (Hofmeister: 15,00; 
Osborne: 15,51; Langstein: 15,29) als zu hoch. 

Die Gréfse des Ovalbuminmolekiils haben Hofmeister 
und Kurajeff auf ca. 10000 berechnet. R. O. Herzog?) hat 
auf Grund der Einsteinschen Theorie der Braunschen Mo- 
lekularbewegung die Molekulargréfe des Ovalbumins auf 73000 
angegeben. (Nach dieser Theorie kann man den Diffusions- 
koeffizienten grofier geléster Molekiile aus der inneren Reibung, 
der Loschmidtschen Zahl und dem Molekularradius berechnen. 


si < 


*) Zeitschr. f. Elektrochemie Bd. 16, S. 1003 (1910), 
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Unter der Annahme, dafi das Volumen des gelésten Stoffes 
sich beim Auflésen nicht fndert, kann man umgekehrt nach 
Herzog aus dem Diffusionskoeffizienten und der inneren 
Reibung der Lésung das Molekulargewicht errechnen.) 

Legen wir aus unseren Ergebnissen der Berechnung der 
MolekulargréBe des Jodovalbumins zugrunde, dafi einem ein- 
getretenen Jodatom ein Prozentgehalt von 2,51 entspricht, 
so kommen wir zu einer Mindestgréfe des Molekiils von 
5060 fiir das jodierte und von 4934 fiir das jodfrei um- 
gerechnete Ovalbumin. 


Das Jodovalbumin C bereiteten wir aus reinem kristalli- 
siertem Ovalbumin von Hiihnereiern in der angegebenen Weise: 
200 cem einer etwa 1,5°%/oigen Ovalbuminlésung wurden mit 
i g NaHCO, versetzt und auf 40° gebracht und dann 20 ccm 
einer 2/n-Jodjodkalilésung (auf 40° vorgewarmt) zugefiigt und 
das Gemisch unter stetem Schiitteln 9 Minuten lang auf der 
gleichen Temperatur gehalten. Hierauf wurde der Jodiiber- 
schu8 durch Thiosulfatlésung entfernt; die Fliissigkeit ab- 
gekiihlt; mit wenig verdiinnter Natronlauge versetzt und mit 
verdiinnter Essigsiiure gefallt. Die Substanz, die in weifien 
Flocken ausfiel, zeigte keine Reaktion nach Millon mehr, 
wohl aber eine sehr stark positive Reaktion nach Ehrlich- 
Rohde und eine starke Schwefelbleireaktion. Nach einer 
einmaligen Umfillung mit SO, und daran anschliefiender Um- 
fillung aus alkalischer Lésung mit Essigsiure wurde das 
Jodovalbumin C in gewohnter Weise gewaschen und getrocknet. 
Die Analysen der Substanz ergaben folgende Werte: 

a) CH-Bestimmung: 
Angew. 0,1502 g = 0,2712 g CO, = 49,249, © 
== 0.0081 ¢ H,O= 68 °/, H. 
b) N-Bestimmung (Dumas): 
Angew. 0,1551 g = 19,1 ccm N (b = 763 mm, t = 17°) 
== 14,00°/, i. 
c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,2025 g BaSO, = 0,0245 g = 1,6°, S. 
d) Jodbestimmung: 
Angew. 0,3092 g titr. Thiosulfat (f = 1,95) = 7,8 ccm 
=: 15,21 mg Jod == 4,91°/, Jod. 
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Wir haben also hier einen Jodwert erhalten, der dem- 
jenigen des Jodovalbumins B entspricht; dabei ist die Oxy. 
dationswirkung der Jodierung auf Tryptophan und Cystin 
hintangehalten. Rechnet man die Zahlen fiir C und N aut 
,jodfrei* um, so ergibt sich: 

C = 51,88°/,; N = 15,1%,. 


2. Jodserumalbumin. 


Zur Gewinnung jodierten Serumalbumins verwendeten wir 
kristallisiertes Pferdeserumalbumin und _nichtkristallisiertes 
Hammelserumalbumin, die wir nach den iiblichen Vorschriften 
mittels Zusatz von Ammonsulfat bereiteten. Sera mit ge- 
ringer Hamolyse haben wir jedesmal vor der Darstellung der 
einzelnen Proteinfraktionen durch Schiitteln mit Tierkohle 
gereinigt. Unsere Priparate wurden mit aller Sorgfalt von 
ihren Nachbarfraktionen getrennt. 

Fiir die Darstellung des maximaljodierten Jodserum- 
albumins A gilt alles fiir das Jodovalbumin Gesagte. Die 
Substanz ist ein fast weifes Pulver. Fiir eine durch n/10- 
Natronlauge hergestellte und vdllig ausdialysierte Lésung 
dieser A-Substanz haben wir die Fillungsgrenze gegen Ammon- 
sulfat bestimmt. 50 ccm der Lésung ergaben mit 20 ccm 
konzentrierter Ammonsulfatlésung starke Triibung, nach Zu- 
satz weiterer 30 ccm war vollstandige Ausflockung erfolgt. 
Das Jodserumalbumin A besitzt also als Natriumsalz die Fal- 
lungsgrenze eines Globulins (= '/,-Sittigung), eine Verschie- 
bung, auf die der eine von uns (Blum) bereits friiher hin- 
gewiesen hat. 

Die Analysen des Jodserumalbumins A ergaben: 


a) CH-Bestimmung (Priparat aus kristall. Pferdeserumalbumin): 
Angew. 0,1476 g = 0,2564 g CO, = 47,38°/o C 
= 0,0846 g HO = 6,4 % H. 
b) N-Bestimmung: 
Angew. 0,1772 g (Kjeld.) titr. n/5-Saiure 9,1 com = 14,39°/o N 
0,1501 g (Dumas) = 18,4 ccm N (b = 761 mm, t = 15°) 
= 14,36°% N. 
c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1892 g BaSO, = 0,0112 g = 0,81°% S. 
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ad) Jodbestimmungen: 


7 1. Angew. 0,1583 g titr. Thiosulfat (f — 2,01) = 7,0 ccm 
xy- = 14,07 mg Jod = 8,8°% J. 
‘tin 0,1864¢ , ‘ (f = 1,95) = 6,4 cem 
aut = 12,48 mg Jod = 9,1%/, J. 
2. ‘i 0,16662¢ , ‘i (f = 1,95) = 7,8 com 
= 15,21 mg Jod = 9,0°%, J. 
$. : 01889 g , P (f = 1,91) = 8&6 ccm 
= 16,42 mg Jod = 8,9°%, J. 
O1717¢ , ‘ (f == 3,91) = &1 com 
rir = 15,471 mg Jod = 9,09, J. 
es 4. ‘ 0,1104g¢ , ‘ (f = 2,02) = 4,9 ccm 
™ = 9,598 mg Jod = 8,9°%, J. 
0,15838 g =, . (f = 2,02) = 7,0 ccm 
P = 14,14 mg Jod = 8,8°,, J. 
or 5. , 015882 , : (f = 1,58) = 8,8 com 
le. == 13,904 mg Jod = 9,04°, J. 
n 0,1582¢ , 7 (f = 1,58) = 9,1 com 


= 14,378 mg Jod = 9,08°/, J. 
Durchschnitt: 8,96°/, Jod (A-Zahl). 


Das Jodserumalbumin B wurde durch mehrfache Um- 
faillung der maximaljodierten Verbindung A mit SO, gewonnen. 
Wir haben dabei — um Lésung in der Siure zu vermeiden — 
stets mit einem stairkeren Natriumsulfatzusatz gearbeitet. Die 
fast véllig weifie Substanz ergab analytisch folgende Werte: 


in fi 


a) CH-Bestimmung: 

Angew. 0,1484 g = 0,2687 g CO, = 49,38°/, C 

= 00066 ¢ H,0=— 7,4 *%, H. 

b) N-Bestimmung (Dumas): 

Angew. 0,1574 g = 19,5 ccm N (b = 756 mm, t = 15°) = 14,4°%/, N, 
c) S-Bestimmung: 

Angew. 0,1771 g BaSO, = 0,0124 g = 0,96°/, S. 
d) Jodbestimmungen : 

1. Angew. 0,1248 g titr. Thiosulfat (f = 2,01) = 4,1 ccm 

= 8,241 mg Jod = 6,6%, J. 


2, ; 0,1012¢ , - (f = 1,91) = 3,6 com 
= 6,876 mg Jod = 6,8°, J. 

0,07llge , " @ = 191) = <6:cm 
= 4,966 mg Jod = 6,9°, J. 

3. js 0,158l2¢ , ‘ (f = 1,95) = 5,2 com 


= 10,14 mg Jod = 6,6°/, J. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 11 
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4. Angew. 0,1285 g titr. Thiosulfat (f — 1,92) = 4,5 ecm 
= 8,64 mg Jod = 6,79, J. 
0,1685¢ , ‘ (f = 1,92) = 6,0 com 
= 11,52 mg Jod = 6,8°/, J. 
Durchschnitt: 6,73°/, Jod (B-Zahl). 


Der aus dem Vergleich von Jodserumalbumin A mit 
8,96°/o Jod und B mit 6,73°% Jod sich ergebende Prozent- 
wert fiir N-Jod (8,96 —6,73) betrigt 2,23, woraus sich bei 
6,73°/o Kernjod ein Verhialtnis zwischen beiden von 1: 3 mit 
weitgehender Genauigkeit errechnet. 








N-J | C-J | CJ | C-J 























In das maximaljodierte Serumalbumin sind also 4 Jod- 
atome oder ein Vielfaches davon eingetreten, von denen je 
eines am Stickstoff sitzt. 

Die Jodzahlen A und B sind fiir Pferde- und Hammel- 
serumalbumin die gleichen. 

Blum!) hat bei seinen ersten Darstellungen 11,02 bzw. 
9,93°o Jod erhalten. Blum und Umbach?) fanden als Mittel 
mehrerer Jodierungen 9,59°/o. Kurajeff*) erhielt in einer 
grofien Reihe von Jodierungen in saurer Lésung Zahlen im 
Bereiche von 9,86—12,28°/o. Uber eine von ihm in schwach 
alkalischer Lésung ausgefiihrte Jodierung, die einen Jodgehalt 
von 10,95 ergab, wird noch zu sprechen sein. Wir vergleichen 
einige Analysenzahlen Kurajeffs mit den unsrigen: 


K. (A838) K. (A 5) K. (A 9) Jodserumalbumin A 
C 47,57 49,09 47,98 47,38 
H 6,11 6,45 6,31 6,4 
N 14,56 15,39 14,43 14,36 
Ss 1,13 — 0,86 0,81 
J 12,05 9,86 12,28 9,0 (8,96) 


Auf ,jodfrei* umgerechnet, ergeben Kurajeffs Zahlen: 


fiir C: (A 3) 54,05; (A5) 54,4; (A9) 54,6; 
, N: 16,55; 17,0; 16,36. 


1) %) $) loc. cit. 
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Unsere A- und B-Substanzen zeigen dagegen folgende 
Werte: ates: 
fir C: (A) 52,06; (B) 52,9; ist 
4 15,79; 15,4. fe 





t Dem entsprechen die Zahlen fiir genuines Pferdeserum- 
albumin (nach Abderhalden'): C = 52,93 und N = 15,89 %. 


1 Die Zahlen von Kurajeff sind zu hoch; die von ihm 
t angewandte Methode liefert ein weitgehender veriindertes Pro- 
dukt als die unsrige. 


Das Verhiltnis C: N betragt fiir das genuine Serumalbumin 
3,888 bzw. 3,902; fiir Kurajeffs Zahlen berechnet es sich 
zu 3,811 bzw. 3,729 und 3,855; fiir unsere Zahlen ergibt sich 
der Wert 3,85 (Jodserumalbumin A). 


| Kurajeff errechnet auf Grund seiner Zahlen die Mole- 

| kulargréfe des Serumalbumins zu 10100 bis 10200. Unter 
Zugrundelegung von 2,21% fiir jedes eingetretene Jodatom 
berechnen wir die Mindestmolekulargréfe des Jodserumalbumins 
auf 5746, woraus sich fiir das Serumalbumin selbst der Wert 
5620 ergibt. 

Hier sei noch angemerkt, da Krzemecki’*) auch das 
koagulierte Serumalbumin in derselben Weise wie das Ov- 
albumin mit Jod behandelt und 24,5°%/o bzw. 14,0 als Jod- 
gehalt seiner Priparate gefunden hat. 





Das Jodserumalbumin C wurde nach der oben beschrie- 
benen Schnellmethode dargestellt. 


Versuch I: Jodierung von 50 ccm Albuminliésung (= 0,5 g) 
bikarbonatalkalisch, 10 cem 2n/Jodjodkalilésung, Temperatur 
40°, Dauer 6 Minuten. Die Substanz wurde mit verdiinnter 
Essigsiure gefallt; sie war vollkommen weifi, zeigte negative 
Millonsche, dagegen stark positive Ehrlich-Rohdesche und 
stark positive Schwefelblei-Reaktion. 


Jodbestimmung: Angew. 0,1622 g titr. Thiosulfat (f = 2,05) 
= 5,5 com = 11,275 mg Jod = 6,9°,, J. 

1) Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 495 (1903). 
2) loc. cit. 
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Versuch II: Verlauf und Bedingungen wie I, Dauer 9 Mi- 
nuten. 


Jodbestimmung: Angew. 0,1693 g titr. Thiosulfat (f = 2,05) 
= 5,6 com = 11,48 mg Jod = 6,78°/, J. 


Versuch III: wie vorher, Dauer 6 Minuten. 
(Angew. 100 ccm Lésung). 
Jodbestimmung: Angew. 0,2656 g titr. Thiosulfat (f = 1,9s) 
= 8,9 ccm = 17,622 mg Jod = 6,6°, J. 
Die gleiche Substanz, nach Behandlung mit SO,: 


Angew. 0,2494 g titr. Thiosulfat (f = 1,98) = 8,3 ccm 
= 16,4384 mg Jod = 6,6°/, J. 


Versuch IV: wie vorher, 6 Minuten. 
Angew. 0,1987 g titr. Thiosulfat (f — 1,95) = 6,8 ccm 
= 13,26 mg Jod = 6,65°/, J. 
Durchschnitt: 6,7°/, Jod. 
CH-Bestimmung : 
Angew. 0,1448 g = 0,2588 g CO, = 48,8 ¥, C 
— 0,0837 g H,O = 6,42°/, H 
C, auf jodfrei berechnet, ergibt 52,3°/,. 
N-Bestimmung: 
Eine hitzekoagulierte Substanz ergab (Kjeldahl): 
Angew. 0,2664 g titr. n/10-Saéure 27,0 com = 14,15°/, N. 
Diese Zahl, auf jodfrei umgerechnet, ergibt 15,16°/o, also 
einen etwas zu niedrigen Wert, der offenbar durch die Er- 
hitzung der Substanz mit Wasser verursacht ist (vgl. die 
diesbeziigliche Angabe von Blum und Umbach). 


S-Bestimmung: 
Angew. 0,1890 g BaSO, = 0,0240 g = 1,8°/, S. 


Versuch III zeigt, daf bei der kontaktschnellen Jodierung 
kein Jod an den Stickstoff getreten ist. Die gefundenen Jod- 
mengen bestiitigen auch hier die durch SO,-KEinwirkung auf 
A-Substanzen erhaltene Kernjodzahl. Der Schwefel ist hier 
villig erhalten. Zu bemerken ist noch, dafi bereits bei 9 
bis 10 Minuten Dauer der Jodierung die Ehrlich-Rohde- 
Probe schwicher wird, nicht aber die Schwefelbleiprobe. Das 
Umgekehrte tritt bei der Schnelljodierung des Caseins ein (s. d.). 
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Jodierung mit MgCO, -Zusatz. 


Kurajeff') hat in einem seiner Versuche, wie oben 
bereits erwahnt, die Alkaleszenz der Serumalbuminlésung statt 
durch Natriumbikarbonat durch Magnesiumkarbonat erzeugt. 
Er fand dabei eine Substanz von folgender Elementarzusammen- 
setzung: 

C = 47,97; H= 6,18; N= 14,88; 8S= 1,44; J = 10,95. 


Wir haben diesen Versuch wiederholt und durch Einwir- 
kung von SO, eine B-Substanz dargestellt: Hammelserum- 
albumin (400 ccm einer 1°/,igen Lésung) wurde mit 10 g 
MgCO, versetzt, 2/n-Jodjodkalilésung zugefiigt (UberschuB) 
und 2mal 24 Stunden bei 37° digeriert. Fallung, Reinigung 
und Trocknung erfolgten wie bei unseren anderen Versuchen. 
Die Jodbestimmung ergab: 

Angew. 0,1613 g titr. Thiosulfat (f = 1,86) = 9,7 ccm 
= 18,042 mg Jod = 11,1°/, J. 
0,1693 g_,, . (f = 1,86) = 10,1 cem 
= 18,786 mg Jod = 11,0°/, J. 

Unsere Zahlen stimmen also mit der von Kurajeff erhal- 
tenen = 10,95 gut iiberein. Unsere aus dieser A-Substanz 
sewonnene B-Substanz zeigte folgenden Wert fiir Jod: 

Angew. 0,1055 g titr. Thiosulfat (f = 1,65) — 4,7 ccm 
= 7,755 mg Jod = 7,3°/, J 

0,1450 gs, ss (f = 1,65) = 6,4 ccm 
= 10,56 mg Jod = 7,3°/, J. 

Rechnet man Kurajeffs Werte fir C und N auf jodfrei 
um, so erhalt man 

fiir C: 53,8°/, (genuin 52,93) 
N: 16,7% ( ., 15,89). 

Beide Werte sind zu hoch. Auch das Verhiltnis C: N 
ist betrichtlich verschoben. Es ergibt sich aus Kurajeffs 
Zahlen zu 3,761 (genuin 3,902). Diese Tatsachen sprechen 
fiir eine Spaltung des Proteinmolekiils. Beim Verlauf der 
Jodierung beobachteten wir eine betrachtliche Zunahme der 
Alkaleszenz, als deren Ursache sich durch Umsetzung von 


') loc. cit. 
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Magnesiumkarbonat mit Jodkali gebildetes Kaliumkarbonat 
herausstellte. Dies gab Veranlassung zu der Spaltung. Als 
wir zwar unter Zusatz von Magnesiumkarbonat, aber mit 
feingepulvertem Jodmetall ohne Jodkali jodierten, zeigte 
die hierbei gewonnene Substanz Werte, die zu unserer A-Zahl 
stimmen: 
Angew. 0,2922 g titr. Thiosulfat (f = 1,65) = 15,3 com 
= 25,245 mg Jod = 8,7, J. 
0,18386 g ,, : (f = 1,65) — 9,7 com 
= 16,01 mg Jod = 8,5°, J. 
Weiterhin jodierten wir bei Gegenwart von Magnesium- 
karbonat mit einer Jodjodcalciumlésung. Hierbei bildet sich 
CaCO,. Die Fillung des Jodproteins wurde mit verdiinnter 
Salzsiure vorgenommen; sodann wurde die Substanz aus ver- 
diinnter Natronlauge mit Essigsiure umgefallt. Ihre Analyse 
ergab einen Niherungswert an unsere A-Zahl: 
Angew. 0,1391 g titr. Thiosulfat (f = 1,65) = 6,8 ccm 
= 11,22 mg Jod = 8,06°/, J. 
0,1555 gs, . (f = 1,65) = 7,6 ccm 
= 12,54 mg Jod = 8,06°/, J. 
Aus diesen Ergebnissen ziehen wir den Schlu6, daf} das 
Magnesiumkarbonat das Natriumbikarbonat behufs schonender 
Jodierung nur bei Zugabe von metallischem Jod zu vertreten 
vermag, worin wir aber keinen Vorteil, sondern nur eine 
Erschwerung des Verfahrens sehen. Jedenfalls vermag Kura- 
jeffs Versuch in keiner Weise unser Jodierungsresultat und 
die daraus abgeleiteten Schliisse abzuiindern. Bei dem von 
ihm gewiahlten Verfahren spielt sich eine irrefiihrende Spaltung 
durch Alkali ab. 


3. Jodserumglobulin. 

Wir haben das zur Jodierung zu verwendende Serum- 
globulin nach der Methode von Reye'’) aus blutfreiem Hammel- 
und Pferdeserum gewonnen. Diese Methode biirgt fiir die 
Abwesenheit von Fibrinogen. Versuche zu einer weiteren 
Zerlegung des Globulins in Euglobulin und Pseudoglobulin 





1) Vgl. dazu Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeits- 
methoden IV. 1; 82. 
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haben wir nicht gemacht. Wir brachten das Serumglobulin 
so zur Jodierung, wie es sich nach vollstindiger Dialyse seiner 
salzhaltigen Lisung ergab: als Gemenge eines in salzfreiem 
Wasser ldéslichen und unldslichen Anteils. Bei der Darstellung 
des Jodserumglobulins A fallt fast sofort der gréfte Teil der 
Substanz aus; es muf daher die Jodierung unter stetem Um- 
schiitteln vorgenommen werden. Auch ist das gewonnene 
Jodprotein nicht klar in Alkali léslich. Das gereinigte Pro- 
dukt ist von hellgelber Farbe; als getrocknetes Pulver ist es 
nur noch schwach gelb gefairbt. Wir erhielten bei der Analyse 
folgende Werte: 
a) CH-Bestimmung: 
Angew. 0,14388 g = 0,2509 g CO, = 47,58°/, C 
= 0,0782 g HOO=— 6,04°/, H. 
b) N-Bestimmung (Dumas): 
Angew. 0,1368 g = 16,7 ccm N (b = 758 mm, t = 17°) 
—= 14,149), N. 
c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1852 g BaSO, = 0,0108 g = 0,8°%, S. 
d) Jodbestimmungen: 
1. (Hammel) 
Angew. 0,1156 g titr. Thiosulfat (f = 2,013) = 4,8 cem 
= 9,662 mg Jod = 8,3, J. 
0,1347 g_,, a (f — 2,018) = 5,5 cem 
= 11,0715 mg Jod = 8,2%, J. 
2. (Pferd) ‘ 
Angew. 0,2325 g titr. Thiosulfat (f = 1,98) = 9,8 ccm 
= 19,404 mg Jod = &,4°/, J. 
Durchschnitt: 8,3°/, (A-Zahl). 


Bei der Darstellung des Jodserumglobulins B konnten wir 
beobachten, dafi nach der ersten Einwirkung von SO, die 
Léslichkeit in Alkali zunahm. Um das sehr stérende Zusammen- 
ballen der Substanz zu vermeiden, wurde hier der Niederschlag 
erst bei der letzten Fallung auf das Filter gebracht, vorher 
dagegen stets nur dekantiert. Die Farbe des Jodserumglobu- 
lins hellt sich bei der SO,-Behandlung auf; das fertige trockene 
Produkt erscheint nunmehr schwach gelblich. Die Analysen 
dieser Substanz ergaben: 
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a) N-Bestimmung (Dumas): 
Angew. 0,1411 g = 17,45 com N (b = 755 mm, t = 17°) 
oe $4.52%/, NN. 
b) S-Bestimmung : 
Angew. 0,1774 g = 0,0110 g BaSO, = 0,85°/, S. 
c) Jodbestimmungen: 


1. Angew. 0,1270 g titr. Thiosulfat (f = 2,013) = 4,1 ccm 
= 8,253 mg Jod = 6,5°/, J. 


0,1627 gs, - (f = 2,013) = 5.4 ccm 
= 10,87 mg Jod = 6,6°/, J. 
om 0,2048 g_s,, . (f = 1,98) = 7,0 ccm 
= 13,86 mg Jod = 6,7°/, J. 
a ae 0,3173 gs, e (f == 1,82) = 11,7 com 
= 21,294 mg Jod = 6,7°/, J. 
aa 0.2061 ¢ ,, re (f == 1,92) = 7,2 com 


= 13,824 mg Jod = 6,7°/, J. 
Durchschnitt: 6,64°/, (B-Zahl). 


Unsere Werte fiir C und N, auf jodfrei umgerechnet, 
ergeben: 








fir A: C = 51,94 (genuin: 52,71°/,), N = 15,43 (genuin: 15,8°/,); 
_ N = 15,38. 
Das genuine Verhiltnis C:N betriigt 4,027; wir finden 
fir A den Wert 3,941. Die Jodzahlen der Serumglobuline 
von Hammel und Pferd zeigen keine Unterschiede. 


Der Vergleich der Zahlen fiir A mit 8,3°/o und B mit 
6,64°/, J ergibt an eingetretenem N-Jod (8,3 —6,64) = 1,66°/,, 
woraus sich ableiten lat, dafi in der B-Substanz, d. h. am 
Kohlenstoff 4 Jodatome (41,66 = 6,64) kerngebunden sind. 
Das Strukturbild stellt sich demnach folgendermafien dar: 











N-J | C-J | C-J | C-J | C-J 


























Die Mindestmolekulargréfje des Jodserumglobulins be- 
rechnet sich, wenn einem Jodatom ein Prozenitgehalt von 1,66 
entspricht, auf 7651. Dem Serumglobulin selbst kommt eine 
solche von 7525 zu. 
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Das Serumglobulin ist bisher nur von Blum’) jodiert 
worden. Blum fand fiir Serumglobulin aus Ochsenblut eine 
Jodzahl von 8,4°/, (S = 0,66°/,, N = 14,40°/,). 


4. Jodthyreoglobulin. 


Das Thyreoglobulin beniitzten wir zu unseren Unter- 
suchungen, obwohl gemiaf} der oft bestatigten Feststellung 
des einen von uns (Blum) in ihm nur ein Gemisch von ver- 
schieden hoch jodiertem natiirlichem Jodprotein vorliegt, in 
der Erkenntnis, daf} die Volljodierung dennoch zu einem ein- 
heitlichen Produkt fiihren kénne. Das Ausgangsmaterial ge- 
wannen wir aus Schilddriisen von Hammeln und von Pferden. 
100 Schilddriisen wurden fettfrei priapariert, in der Fleisch- 
maschine zermahlen und 3mal je 1 Stunde auf der Schiittel- 
maschine mit je 1 Liter physiol. Kochsalzlésung extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte wurden mit Talkum durchgeschiittelt 
and durch ein Papierwollefilter gesaugt. Sodann wurde das 
Rohthyreoglobulin durch Halbsiattigung mit Ammonsulfat ge- 
fallt und durch Auswaschen mit halbgesiattigter Ammonsulfat- 
lésung und mehrfaches Umfiallen (8—4 mal) gereinigt. Die 
Liésung, die bei anhaltender Dialyse gegen destilliertes Wasser 
keine Spur einer ,,globulin‘-artigen Ausscheidung zeigte, diente, 
nunmehr vollig salzfrei, zur Jodierung. Die Gewinnung des 
Jodthyreoglobulins A erfolgte, wie dies fiir die anderen Jod- 
proteine beschrieben ist. Hier ist zu bemerken, dafi die Aus- 
fallung der Substanz mit KEssigsiure stets durch Zusatz von 
Natriumsulfat verbessert wurde. Das Jodthyreoglobulin A ist 
ein schwach gelblich gefirbtes Pulver; seine Analysen er- 
gaben: 

a) CH-Bestimmung (Substanz aus Hammelschilddriisen): 


Angew. 0,1410 g = 0,2500 g CO, = 48,36°/, C 
= 0,0885 ¢g H,O= 6,639, H. 


b) N-Bestimmung (Kjeldahl): 
Angew. 0,1212 g titr. 0/5-Siiure 6,2 com = 14,33°/, N. 


c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1800 ¢g = 0,0116 g BaSO, = 0,88°/, S. 


1) loc. cit. 
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d) Jodbestimmungen: 
1. (Hammel): 
Angew. 0,0864 g titr. Thios. (f = 2,05) = 2,7 com = 5,535 mg J 
== @4*), J. 
- 0.2696 g , »  (f == 1,915) = 8,8 com = 16,852 mg | 
= @8r%, J. 


| 
| 


2. (Hammel): 
Angew. 0,1827 g , ile! 


| 
! 


1,915) = 5,6 com = 10,724 mg J 
= §8°%, J. 
- 0.1402 g , » (f = 1,95) = 4,5 com = 8,6175 mg J 
6,14°/, J. 
3. (Hammel): 
Angew. 0,1490 g_ , » (& = 1,95) = 4,6 com = 8,97 mg J 
== 663%, ¢, 
‘ 02175 ¢ , » (= 1,95) = 68 com = 18,26 mg J 
= 6.00%, J. 
4. (Pferd) 
Angew. 0,1493 gs, » @ = 196) = 47 com =— 9,166 me J 
== 615%, J, 
» 0,22386¢g , » @& = 1,95) = 7,0 com = 18,65 mg 1 
== G20%, J. 
5. (Pferd): 
Angew. 0,1784 g , » ( = 1,915) = 56 com = 10,723 me J 
== §6°, #. 
. 0.2177 g , » (ff = 1,915) = 7,1 com = 13,59 mg 
aos 6,2°, J. 
‘ 0,1845 g , » (f = 1,915) = 6,1 com = 11,68 mg J 
== 6,33°/, J. 


« 
— 


Durchschnitt: 6,14°/, Jod (A-Zahl). 


Das Jodthyreoglobulin B erhielten wir aus A gleich den 
iibrigen B-Substanzen. Wir haben in diesem Falle die Umfallung 
mit SO, aus ammoniakalischer Liésung bewirkt. Bei der 
Analyse dieser fast weifien Substanz erhielten wir die Zahlen: 

a) CH-Bestimmung: 

Angew. 0,1487 g == 0,2665 g CO, = 48,88°/, C 
—= 0,0948 g HO= 7,0 %, H. 

b) N-Bestimmung (Dumas): 

Angew. 0,1415 g = 17,5 ccm (b = 755 mm; t = 18°) 
— 14,299/, N. 


c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1688 g = 0,0125 g BaSO, = 1,02°/, S. 
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d) Jodbestimmungen: 


1. (Hammel): 
Angew. 0,1656 g titr. Thios. (f = 2,05) — 4,0 com = 8,2 mg J 
= 4,95°, J. 
0,2327 g » (f = 2,05) = 5,5 com = 11,27 mg J 
= 4,84, J. 


2. (Pferd): 
Angew. 0,2812 g  , » (f = 1,95) = 7,0 com = 13,65 mg J 
4,85°/, J. 
Durchschnitt: 4,88°/, Jod (B-Zahl). 

Der Vergleich der beiden Jodzahlen A und B ergibt das 
Verhaltnis von 4:5, wobei zu bemerken ist, dafi die Grenze 
der A- und B-Werte nahe an dem Verhiiltnis 3:4 liegt. Un- 
sere analytischen Ergebnisse entscheiden jedoch fiir das erstere. 
Das Strukturbild lift sich folgendermasien darstellen: 








N-J | C-J | C-J | C-J [| C-J 























Die Mindestmolekulargriéfe des mit Jod gesittigten Thy- 
reoglobulins berechnet sich unter der Annahme, dali jedem 
Jodatom ein Prozentgehalt von 1,26 entspricht, auf 10080. 

Rechnet man unsere C- bzw. N-Zahl auf jodfrei um, so 
erhalt man: 

fir A: C = 51,55 (genuin: 51,94), N = 15,27 (genuin: 15,82); 

B: C = 51,39 N = 15,04. 
Mit unserer A-Zahl stimmt die von Blum’) erhaltene 
Zahl 6,0°/, bzw. 6,6 und 5,8°/, tiberein. Kinen Unterschied 
der Thyreoglobuline verschiedener Herkunft zeigen unsere 
Jodierungsergebnisse nicht. 

Auch vom Thyreoglobulin gelang es uns, ein Thyreo- 
globulin C nach der Schneilmethode zu erhalten. Die Ver- 
suchsdauer war 6 Minuten. Die Reaktion nach Millon wurde 
negativ; die Reaktion nach Ehrlich-Rohde und die Schwe- 
felbleiprobe blieben stark positiv. Das Priparat war villig 
weil}. Analytisch ergaben sich folgende Werte: 


” 


1) loc. cit. 
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a) CH-Bestimmung: 
Angew. 0,1326 g = 0,2396 g CO, = 49,2°/, C. 
0,0799 ¢ HO = 6,7°/, H. 


b) N-Bestimmung (Dumas): 
Angew. 0,1463 g = 18,2 ccm N (b = 761 mm, t = 17°) 
= 14,46, N. 
c) S-Bestimmung: 
Angew. 0,1852 g — 0,0187 g BaSO, = 1,3°/, S. 
d) Jodbestimmung: 
Angew. 0,2313 g titr. Thios. (f = 1,98) = 5,8 ccm = 11,48 mg J 
— 496%, J. 
Es ergibt sich also die gleiche Jodzahl, wie bei der B- 
Substanz. Der S-Wert ist deutlich verbessert. Bei der Um- 
rechnung des C- und N-Wertes auf jodfrei erhalt man: 


C = 51,78°/, und N = 15,3°/,. 


+. Jodcasein. 

Das Casein (,,Caseinogen“) ‘st bereits hiufig jodiert worden, 
aber die Angaben iiber seine Jodzahl sind sehr widersprechend. 
Blum und Vaubel') fanden 6,7°/, Jod. Liebrecht*) fand 
fiir sein ,,Perjodcasein* 17,8°/,, fiir ein Jodcasein 5,7°/, und 
fiir ,Caseojodin“ 8,7°/,. Oswald*) hat Casein in der Kilte 
jodiert (unter Zusatz von Natronlauge) und den Jodgehalt 
des so erhaltenen Produktes zu 14,39°/, bestimmt. Weder die 
Jodierungsmethode von Oswald, noch seine Reinigung des 
erhaltenen Produktes entsprechen den Anforderungen, die man 
an ein wohlumschriebenes Jodprotein stellen mufi. 

Zuletzt hat Krzemecki‘) ein Jodcasein mit einem Jod- 
gehalt von 17,37°/o hergestellt. Die im folgenden mitzutei- 
lenden Ergebnisse sind in vorliufigen Versuchen gewonnen; 
sie beanspruchen deshalb ein Interesse, weil sie zeigen, daf 
beim Casein von einer ,doppelten Jodzahl“ nicht gesprochen 
werden kann. Das jodierte Casein verhilt sich auch insofern 
anders, wie unsere vorher beschriebenen Jodproteine, als seine 


1) loc. cit. 

”) Berichte Bd. 30, S. 1824 (1897). 

3) Diese Zeitschr. Bd. 95, 8. 351 (1915). 
*) loc. cit. 
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Jodzahl eine gewisse Labilitét zeigt: wihrend die A-Zahl 
unserer Jodsubstanzen sich nicht andert, gleichviel ob man 
das Produkt aus seiner Alkaliverbindung mit Essigsaure oder 
Schwefelsiure ausfallt, und wihrend sie erst in die B-Substanz 
iibergehen, wenn man sie mit SO, behandelt, tritt eine — 
wenn auch verhiltnismabig kleine — Abnahme des Jodwertes 
bei Jodcasein bereits bei Umfallung mit verdiinnter Schwefel- 
siure ein: es ergibt sich dieselbe Zahl, mag man nur mit 
Schwefelsiure fallen oder auch mit schwefliger Séiure. Wir 
geben die von uns erhaltenen Jodwerte unserer Praparate, die 
im iibrigen nach der geschilderten Methode erhalten wurden. 
Unser Ausgangsmaterial war stets nach Hammarsten gerei- 
nigtes Casein (Merck). 


I. Substanzen ohne Umfallungen. 


a) Ausdialysiert, durch Aceton gereinigt. 
Angew, 0.1027 g titr. Thios. (f = 2,05)—4,l ccm = 8,40 mg J 
= BBY, J. 
0,13844 g , “ (f = 2,05) = 6,5 ccm = 11,27 mg J 
as B59, dl 
b) Aus Eisessiglésung durch Wasser gefillt. 
Angew. 0,1231 g titr. Thios. (f = 2,05) 4,8 ccm= 9,84mg J 
et hay ee 
0,1504 g , - (f = 2,05) = 5,7 com = 11.68 mg J 
: = 7,7, J. 
c) Mit verdiinnter Essigsiure gefallt und mit Wasser gewaschen. 
Angew, 0,0837 g titr. Thios. (f = 2,05) = 3,7 cm = 6,58 mg J 
== 786°, J. 


II. Substanzen mit H,SO,-Umfallungen. 
a) Essigsdurefallung, H,SO,-Fallung. 
Angew. 0,1316 g titr. Thios. (f = 2,05) = 4,5 ccm = 9,22 mg J 
=a FIOM 
0.1022 g , - (f = 2,05) = 3,5 com = 9,17 mg J 
== 7,07, J, 
b) Dialyse der alkalischen Lisung, mehrfache Umfallung mit H,SQ,. 
Angew. 0,2055 g titr. Thios. (f = 2,05) = 7,1 com = 14,96 mg J 
=n FO), J. 


III. Substanzen mit SO,-Behandlung. 


a) Angew. 0,1903 g titr. Thios. (f = 2,05) = 6,7 ccm = 13,73 mg J 
ae FOS, J. 
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0,1682 g titr. Thios. (f = 2,05) = 5,8 com = 11,89 mg J 


= 7,06%/, J. 
b) Angew. 0,0859 g P (f = 2,05) = 2,9ccm= 5,94 mg J 
mS, J. 
0,0891 ¢g , ‘ (f = 2,05) = 3,l ccm = 6,35 mg J 
a= F3*, J. 


IV. Jodierung nach der Schnellmethode, Dauer 9 Minuten, 
mit einmaliger SO,-Behandlung. 
Angew. 0,1819 g titr. Thios. (f = 1,915) = 7,3 com = 138,979 mg J 
ze 16%, J, 

Diese Substanz zeigte starke Reaktion nach Ehrlich- 
Rohde, gab aber eine negative Schwefelbleiprobe. 

Eine Stickstoffbestimmung (Kjeldahl) an Substanz IIIb 
ergab: 

Angew. 0,1364 g = 15,88 ccm n/10-Saéure = 14,3°%, N. 


Diese Zahl, auf jodfrei umgerechnet, ergibt 15,4 °/o (genuin 
15,65°/o). Der Gesamtdurchschnitt der von uns erhaltenen 
Jodwerte fiir das jodierte Casein betrigt 7,51°/o; eine dop- 
pelte Jodzahl besitzt das Casein nicht. — Unter der Voraus- 
setzung, daf} 7,51°/o Jodgehalt des Caseins bedingt ist durch 
den Kintritt von 2 Jodatomen in das Molekiil, berechnet sich 
die Mindestgréfie des Jodcaseins mittels der Gleichung 
7,51: 100 = 254: x auf ,,3382°. 


6. Jodierungsversuch mit Glutin. 


Da das Glutin, wie die Hydrolyse ergibt, kein Tyrosin, 
nur 0,4 Phenylalanin und 0,4 Histidin enthilt, so ist 
eine erheblichere intramolekulare Jodbindung bei diesem Pro- 
tein unwahrscheinlich, wenn nicht noch andere Aminosiuren 
als jodbindend in Betracht kommen. Oswald!) hat zuerst 
das Glutin zu jodieren versucht und an seinen Praparaten 
einen Jodgehalt von 1,4 bis 2,0°/o festgestellt?). Wir haben 
den Versuch wiederholt und die Behandlung mit SO, ange- 
schlossen. Als Ausgangsmaterial diente uns beste weifie 





1) Hofmeisters Beitrige Bd. 3, S. 514 (1908). 
*) Vgl. auch das negative Ergebnis der Bromierung: Salkowski, 
Diese Zeitschr. Bd. 57, S. 527 (1908). 








































Mitteilungen aus dem Gebiete der EiweiBchemie. I. 


163 





Handelsgelatine, die wir nach dem Verfahren von St. Faust?) 
griindlichst reinigten. Nach 20-stiindiger Einwirkung von 
2/n-Jodjodkalilésung in bikarbonatalkalischer Lésung entfern- 
ten wir den JodiiberschuB durch Thiosulfat, siuerten mit 
verdiinnter Essigsiiure an, wobei nichts ausfiel, und fallten 
mit dem 1'/,fachen Volumen Aceton. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, in destilliertem Wasser gelést und nach langan- 
haltender Dialyse dieser Lésung abermals durch Aceton 1: 1 
gefallt. Diese Fallung wurde in sehr wenig Wasser gelést 
und in absoluten Alkohol, der mit einigen Tropfen Essigsaure 
angesiiuert war, eingegossen. Die abfiltrierten Flocken wurden 
mit absolutem Alkohol gewaschen, dann mit Ather behandelt 
und getrocknet. Die Analyse des weifsen Pulvers ergab: 


Angew. 0,1822 g titr. Thios. (f = 2,05) = 0,3 com — 0,615 mg J 
| == 04%, J. 
0.1662 ¢ , » (£= 2,05) = 0,4 com = 0,82 mg J 
== O49, J, 


Ein weiterer Teil der ausdialysierten wibrigen Lésung 
der Substanz wurde mit SO, versetzt und mehrere Tage 
stehen gelassen. Sodann wurde mit verdiinntem Alkali neu- 
tralisiert, mit Essigsiure wieder angesauert und nach aber- 
maliger langanhaltender Dialyse die Fallung mit Aceton und 
die Reinigung durch absoluten Alkohol, sowie die Trocknung 
in der bereits geschilderten Weise bewirkt. Die Analyse 
dieser Substanz ergab in zwei Versuchen: 


1. Angew. 0,2404 g titr. Thios. (f = 2,05 ) = 0,25 com = 0,51 mg J 
ae GE, J. 
0.3799 g , » =—2,05 )=0,4 com = 0,82 mg J 
=e O28, J. 
2. Angew. 0,1677 g , n/100 (f= 2,204) —2,5 ceom=-0,51 mg J 
== 03°, J. 
0,1602 g¢ , n/100(f=—2,204)—2,4 com = 0,49 mg J 
ons O39, J, 


1) Vgl. Abderhaldens Handbuch d. bioch. Arbeitsmethoden IV 1, 
S. 181. 
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Tabellarische Ubersicht. 





























Jodgehalt der Verhiltnis | Mindest- 

,A*-Sub-| ,B*-Sub-| ,C*-Sub- von molekular. 
stanz stanz stanz | NJ zu CJ] gréBe 

Jodovalbumin . . 7,55 5,12 | 4,91 1 2 5060 
Jodserumalbumin 8,96 6.73 | 67 1 3 5746 
Jodserumglobulin 8,3 6,64 | -- 1 4 7651 
Jodthyreoglobulin 6,14 | 4,88 | 4,96 1 4 10 080 
Jodeasein .... 751 0 2? 3382 





7. Das Verhalten der Jodproteine (A und B) gegeniiber Pepsin- 
salzsaiure. 


Die Priifung der im vorstehenden beschriebenen Jodproteine 
auf ihre Léslichkeit durch Pepsinsalzsiure wurde mit einer 
Verdauungslésung vorgenommen, die etwa 0,3 g Pepsin (Merck) 
auf 500 ccm einer 0,3 °/,igen Salzséure gelést enthielt. Alle 
Substanzen gelangten in gleicher Menge nach vollstindiger 
Reinigung und Trocknung (Alkohol oder Aceton ausgekocht, 
Ather getrocknet) zur Priifung. Die Wirksamkeit unserer 
Pepsinsalzsiure wurde stets durch einen Vergleichsversuch mit 
koaguliertem Serumalbumin erprobt. Jedem Versuch wurde 
Toluol zugesetzt. Die Digestionstemperatur betrug 37,5 °; die 
Menge der zugefiigten Pepsinsalzsiure wahlten wir so grofi, 
dafi die positive Congoreaktion nicht verschwand. Zur Er- 
reichung der Hitzesperrung gegeniiber Pepsinsalzsiiure geniigte 
eine Erhitzung in wafriger Suspension auf 70—75° wihrend 
einer Dauer von mehreren Stunden, wobei auf stete gute 
Durchmischung der Substanz geachtet wurde (es war vorteil- 
haft, stets kleine Portionen anzuwenden). Unsere Versuche 
ergaben folgende Resultate: 

a) Jodserumalbumin A (8,8 °/,) und B (6,6 °/,): 

A) nach 5 Stunden: ungelist, 
20 = : gelést, 
7) an le ee : gelést, 
R) (2 Stunden auf 75° erhitzt): 
nach 41/, Stunden: ungelést, 
5 = : ungelést, 


i“ , + ungelést, 
, 20 , + beginnende Lésung. 
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b) Jodserumglobulin A (8,4 °/,) und B (6,7°,): 
A) nach 4 Stunden: ungeldést, 


ne ,» + ungeldst, 

ma » +: ungeldst, 

ae , + beginnende Lésung, . 
ee - : gelést, 

» IL » + Kiar golset, 


B) (2 Stunden auf 75° erhitzt): 
nach 6 Stunden: ungeldést, 


¢) Jodovalbumin A (7,5 %/,) und B (5,0 °%,): 
A) nach 5 Stunden: ungeldst, 
» 24 , : Spuren beginnender Lésung, 
eee » +: vollkommen geliést, 
B) (2 Stunden auf 70° erhitzt): 
nach 5 Stunden: ungeldst, 
24 » + ungeldst. 


d) Jodthyreoglobulin A (6,6°/,) und B (4,95 °/,): 
A) nach 8 Stunden: betrichtliche Lésung, 


» 2 ,. : klar gelést, 
— «eS » + gelést, 
—— »  « klar gelost, 


B) (2 Stunden auf 70° erhitzt): 
nach 5 Stunden: ungeldést. 


e) Jodcasein (7,0 °/,): 
nach 5 Stunden: geldst. 
Dieselbe Substanz, 2 Stunden auf 70° erhitzt: 
nach 20 Stunden: ungeldst. 


Alle durch Hitze gesperrten Substanzen gewannen nach 
Umfiallung aus alkalischer Lésung ihre Léslichkeit in Pepsin- 
salzsiiure wieder. 

Beim Uberblicken unserer Versuche fallt auf, dai Jod- 
serumglobulin und Jodovalbumin (wie auch Jodglobin, vgl. 
die folgende Mitteilung von E. Strauf und R. Griitzner) 
die Hemmung der A-Substanzen gegeniiber Pepsinsalzsiure am 
deutlichsten zeigen, Jodthyreoglobulin die Erscheinung nicht 
oder nur bedeutend schwicher darbietet, wahrend bei Serum- 
albumin A die vorhandene Hemmung ziemlich schnell auf- 
gehoben wird. Die Sperrung durch Hitzeeinwirkung aber zeigt 
sich bei allen bisher gepriiften Jodproteinen (B-Substanzen) in 
gleicher Weise stark. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 12 
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Zusammenfassung. 


Viele Proteine nehmen aufier an Ringkohlenstoff fest sich 
bindendem Jod auch solches auf, das das Wasserstoffatom 
einer (Ring-)Imidgruppe ersetzt. Letzteres Jod wird 
unschwer durch Reduktion mit SO, aus seiner Bindung 
gelést. 

Das N-Jod steht in konstantem Verhiltnis zu dem C-Jod 
und erméglicht dadurch die Berechnung der Zahl der 
C-Jodatome und der Mindestmolekulargréfie des jeweiligen 
Proteinmolekiils. Auch konstitutive Besonderheiten lassen 
sich ableiten. 


. Unter der Annahme, daf} der Imidazolring des Histidins 


den Traiger des N-Jods darstellt, lassen sich iiber die 
Verteilung des Histidins und des Tyrosins im Eiweif- 
molekiil gewisse Wahrscheinlichkeitsschliisse ziehen. 


. Bei der Jodierung der Proteine vollziehen sich Substi- 


tutionen und daneben auch Oxydationen, bei denen eine 
Biuretgruppe abiuret wird und der Tryptophan- und der 
Cystinkomplex nachweisbar verindert werden, wobei 
CHJ, auftritt. Durch frihzeitige Unterbrechung der 
Jodierung — unmittelbar nach vollendeter Substitution 
des Tyrosins — werden die meisten sekundiren Ver- 
iinderungen des Molekiils hintangehalten. Die resultieren- 
den Jodproteine besitzen simtliche Ringkohlenstoff-Jod- 
atome, wie bei maximaler Jodierung und sind in ihrem 
Alkalispaltling abiuret. Sie sind aber frei von N-Jod; 
der Tryptophan- und der Cystinarm sind unzerstért und 
CHJ, ist nicht entstanden. » 


. Der Kintritt von N-Jod in das Molekiil und die Erhitzung 


des Jodproteins nach Entfernung seines N-Jods machen 
die Jodproteine unzuginglich fiir die peptische Ver- 
dauung. Ein basischer Eiweifanteil wird abgesperrt. 





—- a = = 
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IT. 
Uber Jodglobin. 


Von 
Eduard StrauB und Rudolf Griitzner. 


(Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, November 1920.) 


Das Himoglobin, als ein durch seine Kristallisierbarkeit 
gut isolierbarer Eiweifikérper, wurde friihzeitig in den Kreis 
der Bearbeitung bei der Halogenierung der Proteine ein- 
bezogen. Zuerst haben Hopkins und Pinkus’) Brom auf 
Himoglobin einwirken lassen. Hine Jodierung unternahm erst- 
malig Kurajeff?) unter Anwendung der Methode von Blum 
und Vaubel; als Ausgangsmaterial diente ihm das kristalli- 
sierte Oxyhimoglobin des Pferdeblutes. 

Unsere im folgenden zu beschreibenden Versuche haben 
wir, um zu iibersichtlichen und einheitlichen Resultaten zu ge- 
langen, an dem Proteinpaarling des Himoglobinmolekiils, dem 
Globin selbst, vorgenommen, wobei fiir unsere Zwecke der 
hohe Gehalt des Globins an Histidin besonders férderlich er- 
schien. Fr. Schulz?*) hat zuerst eine — spiter von A.Gamgee 
und A. Hill‘) verbesserte — Darstellungsmethode des Globins 
angegeben und die Kigenschaften dieses Proteins eingehend 
beschrieben. Weitere Untersuchungen von A. Kossel®) haben 


‘) Berichte Bd. 31, S. 1311 (1898). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 31, 8. 527 (1900). 
3) Diese Zeitschr. Bd. 24, S. 449 (1898). 
‘) Hofmeisters Beitrige Bd. 4, S. 1 (1904). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 49, S. 314 (1906). 
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gezeigt, daf} das Globin trotz seines basischen Charakters (Fiall- 
barkeit durch Ammoniak) nicht zu den Histonen gehort, da es 
kein Histopepton bildet. Die Totalhydrolyse des Pferdeoxy- 
himoglobins hat E. Abderhalden!’) ausgefiihrt; er fand fir 
die uns hier besonders interessierenden Aminosiuren: 


Histidin . . . 10,96 %, 
Tyrosin . . . 1,83%, 
Phenylalanin. . 4,24 °/, 


Tryptophan vorhanden. 


1. Darstellung des Globins. 


Die urspriingliche, wie auch die spater verbesserte Me- 
thode zur Gewinnung des Ausgangsmaterials war, da gréBere 
Mengen beschafft werden mufiten, zu umstiindlich und zu kost- 
spielig. Wir haben deshalb eine einfachere und billigere Me- 
thode der Darstellung des Globins gesucht und sind nach 
mannigfachen Studien mit folgendem Verfahren zum Ziele 
gelangt: 

Kleine Portionen des als trockenes braunes Pulver aus 
der Technik (Merck) bezogenen Himoglobins — jeweils 5 g — 
werden mit 50 ccm einer 10°/oigen Essigsiure zu einem gleich- 
maifiigen Brei angerieben, sodann werden 200 ccm Eisessig 
(96 °/o Ph. G. V.) zugefiigt und die Fliissigkeit in ca. 21 dest. 
Wasser eingetragen. Die klare, tiefbraune Lésung wird nun mit 
Tierkohle von bester Aktivitat (in gréffieren Mengen) eine Stunde 
lang in der Schiittelmaschine geschiittelt, danach die Fliissig- 
keit mit etwas feuchter Papierwolle versetzt und auf einer 
mit Papierwolle gestopften Nutsche abgesaugt. Nach 2- bis 
3maliger Wiederholung dieser Behandlung erhilt man eine nur 
noch schwach gefarbte Liésung, aus der durch Ammoniakzusatz 
das Globin fast véllig weif ausfallt. Das Protein wird auf 
dem Filter mit wenig Wasser (salzfreies Globin ist wasser- 
léslich!) gewaschen, in Wasser durch Zusatz von sehr wenig 
verdiinnter Essigsaéure gelést und vdllig salzfrei dialysiert. Die 
ausdialysierte Lésung kann sofort zur Jodierung benutzt werden; 
man kann aber auch hier noch eine letzte Reinigung durch 


') Diese Zeitechr. Bd. 37, 8. 484 (1903) und Bd. 51, 8. 397 (1907). 
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Ausschiitteln der (sauren) Lésung mit Alkoholather, Ausfallen 
durch Ammoniak und Dialysieren einschalten. Bei unseren 
Versuchen wurde diese letzte Reinigung nicht notwendig; denn 
das durch die Essigsiure abgespaltene und mit Tierkohle mehr- 
fach gereinigte Globin, das bei der Analyse fiir Stickstoff den 
Wert 16,5 % (Schulz 16,89 °/o) ergab, erwies sich spektro- 
skopisch frei von Himatin. Die Reaktion auf Tryptophan 
nach Ehrlich-Rhode, sowie die Diazoreaktion (in der Modi- 
fikation von Pauly) waren stark positiv. Wesentlich fiir das 
Gelingen unserer Darstellungsmethode — reines Material in 
guter Ausbeute — ist, daf} man mit kleinen Portionen des 
Hamoglobins arbeitet, diese sehr gleichmafig mit Essigsiure 
verreibt und beim Ausschiitteln eine nicht zu kleine Menge 
Tierkohle von erprobter Entfarbekraft anwendet. Sollten iib- 
rigens Spuren von Himatin noch beigemischt sein, so wiirden 
diese spiter, nach erfolgter Jodierung durch die Auskochung 
mit absolutem Alkohol bzw. Aceton, sicher beseitigt. 


2. Jodierung des Globins. 


Die Darstellung des Jodglobins A, d. h. des maximal so- 
wohl am Kohlenstoffkern wie am Stickstoff jodierten Proteins, 
erfolgte nach der in der Mitteilung von F. Blum und 
E. Strau8") angegebenen Weise, jedoch — mit Riicksicht auf 
die Tatsache, daB das Globin auf Zusatz von Bikarbonat aus 
der Lésung ausgeschieden wird — unter Hinzufiigung von 
wenigen Kubikzentimeter verdiinnter Natronlauge. Wir fiigten 
zu 500 ccm einer 2 °/oigen Globinlésung 2 ccm n/10-Natron- 
lauge, sodann 3—4 g Natriumbikarbonat (das Bikarbonat wurde 
stets vorher in Wasser gelést und die Lésung mit CQ, ge- 
saittigt). Die vdllig klare, schwach gelbe Lisung wurde auf 
38° erwirmt und eine 2n/Jodjodkalilésung portionenweise ein- 
getragen. Der notwendig gewordene Zusatz von Natronlauge 
bedingt hier einen etwas gréferen Verbrauch an Jod, als dies 
sonst der Fall ist. Das Jodierungsgemisch wurde zweimal 
24 Stunden bei 38° gehalten und wihrend dieser Zeit haufig 
durchgeschiittelt. Die Entfernung des Jodiiberschusses durch 





‘') Diese Zeitschr. Bd, 112, S. 111. 
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Thiosulfatlésung, die Ausfaillung mit Essigsiiure unter Na,SO,- 
Zusatz, die Umfallung aus Natronlauge durch Essigsiure, so- 
wie Auswaschen, Reinigen durch Auskochen mit Aceton (oder 
absolutem Alkohol) und Trocknen geschah in derselben Weise, 
wie dies fiir die anderen Jodproteine beschrieben ist. Das Jod- 
globin A ist ein hellgraues, staubfeines Pulver; es zeigt einen 
vollkommen negativen Ausfall der Reaktion nach Ehrlich- 
Rhode und negative Schwefelbleireaktion; die Diazoreaktion 
dagegen bleibt positiv, besitzt aber einen helleren Farbton als 
diejenige des genuinen Proteins. Zur Analyse wurde die Sub- 
stanz bei 80° getrocknet. Sie war vdéllig aschefrei und ergab 
folgende Werte fiir die Elementarzusammensetzung: 
a) CH-Bestimmung: 
Angew. 0,1475 g = 0,2609 g CO, = 48,24 9, C 
0,0780 , H,O= 5,92 % H 
b) N-Bestimmungen (Kjeldahl): 
1. Angew. 0,1511 g n/10-Siure : 16,0 com = 14,8 °/, N 


, 0,1525 , ; 161 , =14,7%,N 
2, —2am.. f 128 , = 14,7%,N 
ae : 185 , = 14,93%,N 


Durchschnitt: 14,78 °/, N. 

c) S-Bestimmung (Carius): 

Angew. 0,1770 g BaSO, = 0,0040 = 0,31 °/, 8S 

d) Jodbestimmungen (Blum-Griitzner): 

1. Angew. 0,1236 g titr. Thios. (f = 1,88) = 7,5 com = 14,1 mg J 
= 11,4, J 
2. ‘ 0.1616. , , (f=1,88) —9,8ccm = 18,424 mg J 
=11,4% J. 
A-Zah! == 11,4. 
Rechnet man unsere Analysenwerte auf jodfrei um, se 
ergibt sich fir 
C = 54,4, (genuin 54,97 %/,) 
N = 16,6%( , 16,89 %,) 
0,35%/,( , 0,42 %,). 

Kurajeff hat zwar nach der Methode von Blum und 
Vaubel jodiert, daneben aber auch Jodjodkali mit einem Zu- 
satz von jodsaurem Kali zwecks Zerstérung der gebildeten 
Jodwasserstofisiure angewandt. Seine Jodwerte — im Mittel 
12,37 — 11,18 — 11,02 — sind mit den unsrigen gut ver- 


TR 
i 











Mitteilungen aus dem Gebiete der EiweiBichemie. II. 


171 


gleichbar. Im Gegensatz zu seinem Befund ist unser Jod- 
globin A in verdiinntem Alkali leicht léslich. 

Kin Vergleich der Resultate ist durchfiihrbar, weil Ku- 
rajeff nicht Jodierungsprodukte des ganzen Oxyhimoglobin- 
molekiils, sondern auf Grund seiner Reinigungsmethode nur 
solche des Globins erhalten hat. Seine Kohlenstoff-, Wasser- 
stoff- und Stickstoffwerte liegen von den unsrigen nicht sehr 
weit ab; er findet im Durchschnitt fiir sein (nicht mit Alkali 
behandeltes) Priparat 3: 

48,48 %/, 
6,04 °/, 
14,81 %, 
0,49 %/, 
11,02 °/, Fe = 0,31 °%,. 

Ks ist Kurajeff mit Recht aufgefallen, dafi das C: N- 
Verhialtnis seiner Priparate (3,819 — 3,813 — 3,833) den- 
jenigen fiir reines Globin (Schulz) = 3,797 bedeutend niher 
steht als dem fiir Oxyhimoglobin = 3,673. Fiir unser Jod- 
globin A errechnet sich dieses Verhialtnis zu 3,829 bzw. (fiir 
unseren héchsten N-Wert = 14,93) zu 3,757, welch letzterer 
sehr gut mit dem genuinen Werte iibereinstimmt. Wir halten 
die Annahme fiir berechtigt, daB Kurajeffs Jodhimoglobin 
ein (wegen seines Fe-Gehaltes) noch nicht vdéllig einheitliches 
Jodglobin A darstellt. 


3. Die Reduktion des Jodglobins A. 


Die Gewinnung eines von N-Jod befreiten Jodglobins B 
erfolgte in der Weise, wie sie von Blum und Straufi be- 
schrieben ist. An dieser Substanz wurde zuerst die Methodik 
der SO,-Einwirkung studiert und die Bildung einer B-Substanz 
beobachtet. Das Jodglobin B wurde in der gleichen Qualitit 
sowohl durch Umfiallen aus Natronlauge, wie aus Ammoniak 
mittels schwefliger Sdiure in verdiinnter Lésung, wie auch mit 
Natriumbisulfitlauge und Schwefelsiure (1: 4) erhalten. Rei- 
nigung nach mehrfacher Umfallung aus Lauge mit verdiinnter 
Essigsiure und Trocknung erfolgten ebenso wie beim Jod- 
globin A. Die beiden Substanzen gleichen sich diuferlich voll- 
kommen; die Diazoreaktion der B-Substanz fiallt intensiver 
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rot aus als die der A-Substanz. Die Analysen des Jodglobins B 
ergaben: 


a) N-Bestimmungen: 
1. (Kjeldahl): Angew. 0,8015 g = 34,1 ccm n/10-Siure = 15,8 °/, N 


0,3073 g = 34,3 ccm == 18,7 %, N 
2. . 0,1945 g = 21,7 ccm ‘ = 15,62°/, N 

0,1877 g = 21,2 ccm ‘ =n 15,8 9, B 
3. 5 i 0,2365 g — 26,7 ccm ‘ = 15,8 %/, N 

0,2842 g = 31,6 ccm . = 15,5 , N 
4. (Dumas): Angew. 0,1494 g = 20,65 ccm N (b = 750 mm, t = 18,5) 


= 15,64, 
Durchschnitt: 15,69°/, N. 
b) S-Bestimmung (Carius): 
Angew. 0,1992 g = BaSO, 0,0089 g = 0,61°/, S. 
c) Jodbestimmungen: 
1, Angew. 0,1660 g titr. Thios. (f = 2,01) = 6,1 ccm = 12,26 mg J 


a TBF, J. 
2. r 0,2965 g¢ , ‘ (f = 2,01) = 11,6 com = 23,31 mg J 
oz Z7%, J. 
0.2618 g , " (f = 2,01) = 10,2 ccm = 20,49 mg J 
a Fy, d. 
3. H 0.1818 gs, (f = 2,05) = 6,7 ccm = 13,78 mg J 
um 76%, J. 
0.2056 ¢ , (f = 2,05) = 7,7 ccm = 15,78 mg J 
an 76%, 4. 
4, " 0,3950 g , 7 (f = 1,65) = 18,3 ccm = 30,19 mg J 
= 7,64°, J. 
0,33844 g , (f = 1,65) = 15,9 ccm = 26,23 mg J 
ox TT"), #. 
5. J 01779 g , ‘ (f = 2,06) = 6,6 ccm = 13,59 mg J 
a FIM de 
0,2786 ¢ , ‘ (f = 2,06) = 10,2 ccm = 20,9 mg J 
== 75%, J. 
6. " 0,2678 g , : (f = 2,08) = 9,8 ccm = 20,38 mg J 
ox G80"), J. 
0.2195 ¢ , (f = 2,08) = 8,1 ccm = 16,848 mg 4 
xe TT, J. 


Durchschnitt: 7,6°/, Jod (B-Zahl). 

Rechnet man unsern N-Wert fiir B auf jodfrei um, so 
ergibt sich N = 16,98°/o (genuin 16,89°/o). Das Verhiltnis 
der beiden Jodzahlen A und B ist genau gleich 3:2, d.h. es 
befinden sich 2 Atome Jod am Kohlenstoffkern und 1 Atom 
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am Stickstoff. Das schematische Strukturbild stellt sich (vgl. 
dazu die Mitteilung von Blum und Strauf) wie folgt dar: 
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Die Mindestmolekulargréfe des Jodglobins berechnet sich 
unter der Annahme, dafi einem Jodatom ein Prozentgehalt 
von 3,8 entspricht, auf 3340, woraus sich fiir das genuine 
Globin 3214 ergibt. 


4. Die Restitution von Jodglobin A aus Jodglobin B. 


Ks lag uns daran zu zeigen, daf mit der Reduktion durch 
SO, eine tiefergreifende Verinderung des Proteinmolekiils 
nicht verbunden ist. Ist dem in der Tat so, dann mul es 
modglich sein, durch einfache erneute Jodierung der B-Substanz 
in bikarbonatalkalischer Lésung die A-Substanz mit ihrer 
charakteristischen Jodzahl (N-Jod!) wieder zu erhalten, wih- 
rend jede Spaltung durch eine Verinderung dieser Zahl an- 
gezeigt werden miifite. Zwei dahingehende Versuche ergaben 
folgende Werte fiir Jod: 
1, Angew. 0,0951 g titr. Thios. (f = 2,01) = 5,4 ccm = 10,85 mg J 
== JAA, J. 
0,1588¢ , , (£= 2,01) = 9,1 ccm = 18,29 mg J 
a LEB, 
2. s 0181l5¢ , . (f= 2,08) = 9,8 com = 20,38 mg J 
== 12207, J. 
OI70ls =, .  (£= 2,08) = 9,3 com = 19,34 mg J 
; = 11,39, J. 
Der Durchschnitt dieser Zahlen = 11,36 °/o Jod entspricht 
weitgehend genau dem urspriinglichen Werte fiir Jodglobin A 
(11,4 °%o). 


5. Das Verhalten der beiden Jodglobine gegen 
Pepsinsalzsiaure. 

Wir haben die beiden Jodglobine auf ihr Verhalten gegen 

Pepsinsalzsiure in der Weise gepriift, wie dies fiir die anderen 

von uns untersuchten Jodproteine in der vorangehenden Mit- 
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teilung von Blum und Strau8 angegeben ist. 


Eduard Strau6$ und Rudolf Griitzner, 


Beim Jod- 


globin A wurde weitgehende Hemmung, beim Jodglobin B 
Sperrung nach Erhitzen in wifriger Suspension beobachtet, 
wie im einzelnen aus den mitzuteilenden Versuchsprotokollen 











hervorgeht. 
I. 
Nr. }|Substanz (A) ne Resultat Bemerkungen 
in Stunden 
1 11,4°/, J 5 ungelést Substanz feucht 
2 10,7°/, J 36 teilw. gelist | Jodabspaltung 
Substanz feucht 
3 11,5°/, J 5 ungelést Substanz trocken 
4 11,0°%/, J 7 : ‘ : 
5 11,4°/, J 24 i . 
6 11,4°/) J 5 > . " 














Dieser Versuch wurde mehrfach mit reinsten Substanzen 
wiederholt und ergab stets das gleiche Resultat. 





























II. 

_ |Substanz(B)| Dauer ras 3 

Nr. OP AGES: POR Resultat Bemerkungen 

1 es Oe 5 geldst Substanz trocken 

2 71,0°), J D : + 1 ccm physiol. 
Na Cl-Lisung 

3 7,69, J 5 R + 1 ccm physiol. 
NaCl-Lésung 

4 7,6°/, J 5 Z -+- 1 ccm physiol. 
NaCl-Lisung 

Il. 
-- ms SS eEaiaenaaeeen —- — 
Nr, mewn 7 ’ —— Resultat In Wasser erhitzt 
erhitzt in Stunden 

1 7,08°/, J 4 ungelist 5 Std. 70° 

2 78%, 3 5 : 1 Tag 60° 

3 71 %# 7 : 7 Std. 65° 

4 76 %,.2 12 P . , = 

5 14 4 23 .. a 

6 7s 4 5 - , . 

ci 10°, 3 5 ; .-, 
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Wir beobachteten beim Erhitzen eine, wenn auch sehr 
geringfiigige, Abnahme des Jodgehalts unserer Substanzen. 
Die Zahl 7,5%0 ging bis auf 7,1°/o zuriick. Die durch Er- 
hitzen gegen Pepsinsalzsiure gesperrten Substanzen zeigten 
nach Umfallung aus Sodalésung wieder ihre urspriingliche 
Peptonisierbarkeit. Wir geben ferner einen Versuch wieder, 
der zeigt, dafi die Hemmung auch bei solchen Substanzen 
eintritt, die aus der B-Substanz durch Wiederhochjodieren 
(Restitution) gewonnen worden sind. 

a) Jodglobin B (7,7°/,) rejodiert auf A (11,4°/,). 

Mit Pepsinsalzsiiure nach 2'/, Stunden: ungeldést. 


” 31/s 

i eg 

» . 2 ‘ 

» » 1? geringe Lésung. 


b) Jodglobin B (7,6°/,) rejodiert auf A (11,5°/,). 
Substanz feucht mit Pepsinsalzsiiure nach 10 Stunden ungelést. 
,» 4, ’ 
. 40 ‘ teilweise 
gelést unter Jodabspaltung. 


Digerierten wir Jodglobin B (7,6°/o) 14 Stunden lang bei 
38° mit 0,3°/,iger Salzsiure allein, so trat eine emulsions- 
artige Lisung der (basischen) Substanz auf, die jedoch auf 
Zusatz von physiologischer Kochsalzlésung sofort total aus- 
flockte; die Lésung durch Pepsinsalzsiiure wurde durch Koch- 
salzzusatz in keiner Weise gehemmt. Kontrollversuche zeigten, 
daf$8 das Kochen mit Alkohol oder Aceton allein die Hitze- 
sperrung nicht hervorzubringen vermag. Zur weiteren Kon- 
trolle wurde reinstes Globin in ausdialysierter Lésung 7 Stunden 
auf 70° erhitzt, wobei leichte Triibung auftrat, sodann durch 
Kingiefien in absoluten Alkohol gefallt, mit absolutem Alkohol 
‘/, Stunde gekocht und nach Waschen mit Ather getrocknet. 
Diese Substanz war nach Istiindiger Digestion mit Pepsin- 
salzsiiure glatt gelist; die Lésung gab auf Ammoniakzusatz 
keine Fallung. 








Uber die Oxydation der Acetessigsiure. 
Von 


N. 0. Engfeldt. 


Mit 4 Kurvenzeichnungen. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der tierirztlichen Hochschule 
zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1920.) 


Die Acetessigsaure kann, wie bekannt, sowohl einer Aceton- 
wie einer Essigsdéurespaltung unterliegen. Erstere Art der 
Spaltung verliuft quantitativ sowohl in saurer, neutraler wie 
in schwach alkalischer Lésung. In saurer Lésung geht der 
Zerfall jedoch mit wesentlich gréferer Geschwindigkeit vor 
sich als in neutraler-schwach alkalischer Lésung. Die Spal- 
tungskonstante*) bei Kérpertemperatur betrigt in saurer Lé- 
sung 0,117 (Brigg. Log.), in neutraler-schwach alkalischer 
dagegen 0,0018. Im ersteren Falle haben wir folglich einen 
Zerfall von iiber 50 °/, in 3 Stunden, im letzteren jedoch von 
nur 10°/, in 24 Stunden. Die relative Spaltungsgeschwindig- 
keit hat sich als proportional zur Gréfe des Dissoziationsrestes 
erwiesen. Wie aus Kurve I ersichtlich, ist die optimale Be- 
dingung fiir die Spaltung in Wasserliésung schon bei einem py; 
von ungefaihr 2 erreicht. 

SchlieBlich ist ein wesentlicher Unterschied im Hinblick 
auf die Stabilitét zwischen der Enol- und der Ketoform des 
Acetacetates zu verzeichnen. In Wasserliésung befinden sich 
die Alkali- und Ammoniumsalze der Acetessigsiiure zu einem 
bedeutenden Teile im Enolzustand und haben in dieser Form 


1) Engfeldt, Beitrige zur Kenntnis der Biochemie der Aceton- 
kérper. Dissertation, Stockholm 1920. 
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eine ziemlich grofje Haltbarkeit bei Kérpertemperatur. Eiweib- 
stoffe und ihre Hydrolysenprodukte — Peptone und Amino- 
fettsiuren — wirken aber ketisierend auf vorhandene Acet- 
acetate. In dieser Form hat das Acetacetat eine wesentlich 
geringere Stabilitét und zerfallt bei Kérpertemperatur mit einer 
bemerkenswerten Geschwindigkeit. (Kurve II und III.) 














Kurve |. Die relative Spaltungsgeschwindigkeit und die Grife des 
Dissoziationsrestes bei verschiedenen py, 37° C. 


Und endlich ist, damit die Acetessigsiure einer Hssig- 
siurespaltung unterliegen soll, die Gegenwart von grofien 
Mengen Alkali erforderlich. (Kurve IV.) 

Die freie Acetessigsaure zerfallt bei Siedetemperatur augen- 
blicklich, die Alkalisalze nach kurzer Zeit in Aceton und 
Kohlendioxyd resp. Karbonat. Lenk’) hat jedoch gezeigt, 
dafi diese Reaktion vollkommen ausbleibt, wenn man die Acet- 
essigsiiure bei Gegenwart von Permanganat und von kleinen 


1) Lenk, Biochem. Zeitschr. Bd. 78, S. 224 (1916). 



















178 N. 0. Engfeldt, 


Mengen KEssigsiure bis zum Kochen erhitzt. Lenk meint, 
dafi die in kleinen Mengen gegenwirtige Essigsiiure in erster 
Reihe acetylierend auf die Acetessigsiure wirkt, von der er 
annimmt, daf} sie in der Enolform vorkommt ($-Oxykroton- 
siure). Das Acetat der $-Oxykrotonsiure gibt nach Lenk 
nicht mehr die gewohnlichen Acetessigsiurereaktionen, spaltet 
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tunden. 





Kurve II. Die Spaltung des Acetacetats bei Gegenwart von Blutkérperchen, 
Vollblut, Plasma oder in Wasserlisung, 37° C. 


sich aber bei Gegenwart von Permanganat héchstwahrschein- 
lich an der Stelle der Doppelbindung auf. Ich selbst) habe 
gezeigt, daf} man der in kleinen Mengen gegenwirtigen Essig- 
siure nicht die von Lenk angegebene Wirkung zuschreiben 
kann, ‘und zwar deshalb, weil sie entweder vollstandig aus- 
geschlossen oder gegen andere Siuren (Schwefel- und Phosphor- 
siure) vertauscht werden kann, ohne daf} das Resultat sicht- 
bar ein anderes wird, d. h. die Acetessigséure wird auch unter 


') Engfeldt, Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 98 (1917). 
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den zuletzt angefiihrten Bedingungen ohne Acetonbildung durch 
das Permanganat zersetzt. 

In derselben Arbeit habe ich auch gezeigt, dafi B-Oxy- 
buttersiure bei Zusatz von Permanganat und von kleinen 
Mengen Kssigsiiure und darauf folgender Destillation nicht in 
Aceton zerfallt, ein Umstand, der sehr bemerkenswert ist, da 
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Kurve III. Die Spaltung des Acetacetats bei Gegenwart von 
0,5 °/, Glykokoll, 37° C. 


letztgenannte Siure bei Destillation mit anderen Oxydations- 
mitteln (Chromat, Wasserstoffsuperoxyd, Persulfat, ja sogar 
Permanganat) in stark schwefelsaurer Lésung zu einem be- 
deutenden Teil in Aceton zerfillt. Bei diesen Reaktionen 
bildet sich Acetessigsiure als Zwischenprodukt. Unter den 
letztgenannten Versuchsbedingungen unterliegt die gebildete 
Siure hauptsichlich einer Acetonspaltung, wihrend Permanganat 
in schwach saurer, alkalischer Lésung auf die Acetessigsiure 
auf andere Weise einwirkt, wie diese Untersuchung klar- 
legen soll. 
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Versetzt man eine Liésung von Na-Acetacetat mit Per- 
manganat, so tritt schon bei Zimmertemperatur eine ziemlich 
rasch verlaufende Reaktion ein. Die Mischung wird triibe in- 
folge der Bildung von Mangansuperoxydhydrat. Fallt man das 
Permanganat vollstindig durch vorsichtiges Zusetzen von 
Wasserstoffsuperoxyd aus und filtriert man die Mischung, so 
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Kurve IV. Die Spaltung des Acetacetats, 37° C, bei Gegenwart 
von Lauge, 15 St. 


erhalt man ein mangan- und wasserstoffsuperoxydfreies Fil- 
trat, das aufier Essigsiure auch bedeutende Mengen Oxalsiure 
enthalt. Bei vorsichtiger Arbeit mit einer schwachen Per- 
manganatliésung kann, mit Hilfe von konz. Schwefelsiure und 
Pepton- oder Hiweiflésungen, auch Glyoxylsiure im Filtrat 
nachgewiesen werden; man erhilt eine deutliche Violettfirbung 
(Tryptophanreaktion). Daf die diese Reaktion bedingende 
Glyoxylsiure sich nicht priformiert in der bei den Versuchen 
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angewendeten Acetacetatlésung vorgefunden hat, habe ich 
durch direkte Priifung festgestellt, ebenso konnte ich mich 
durch Oxydationsversuche mit Na-Acetat davon iiberzeugen, 
daB die Glyoxylsiure nicht ihren Ursprung von der bei der 
Spaltung der Acetessigsiiure gebildeten Essigsiure herleiten 
kann. Der Reaktionsmechanismus bei der Oxydation der Acet- 
essigsiure mit Permanganat, oder zumindest ein beachtens- 
werter Teil desselben, scheint mir mit Hinsicht auf die unten 
angefiihrten Analysenresultate ziemlich klar zu liegen. 

Ich erinnere hierbei vor allem an den Umstand, dafi das 
Acetacetat in Wasserlésung zu einem bedeutenden Teil im 
Enolzustand vorkommt. Wir haben es folglich mit einer un- 
gesittigten Verbindung zu tun. Eine allbekannte Tatsache 
ist es weiter, daf} das Permanganat in neutraler oder alkali- 
scher Lésung besonders leicht mit ungesattigten Verbindungen 
reagiert und dafi gerade der Platz fiir die Doppelbindung als 
Angriffspunkt dient. Geteilte Meinungen herrschen wohl aller- 
dings betreffs gewisser Details in dieser Reaktion, ich werde 
jedoch auf keine anderen Spekulationen eingehen als auf solche, 
die die Experimente in vorliegendem Falle vorschreiben. 

In einem gewissen Stadium der Oxydation kann das Acet- 
essigsiuremolekiil als gesprengt betrachtet werden, infolge 
Aufnahme von 2 Atomen Sauerstoff. 


OH OH 
CH,C: CH- COOH + 20 —-> CH,C:0 + 0:CH- COOH 


Dabei bildet sich ein Molekiil Essigsiure und ein Molekiil Gly- 
oxylsiure. Die letztere, die duferst reaktionsfahig ist, reagiert 
mit einem neuen Atom Sauerstoff unter Bildung von Oxalsiure. 
COOH 
OCH-COOH+O —»> | 
COOH 
Kin Molekiil Acetessigsiure sollte folglich ein Molekiil Essig- 
siure und ein Molekiil Oxalsiure geben, ein Verhiltnis, das 
durch die unten angefiihrten quantitativen Versuche bestitigt 


wird. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXII. 13 
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Was die $-Oxybutterséure betrifft, so erfihrt sie bei 
Zimmertemperatur nur eine trige Kinwirkung von Seiten des 
Permanganats und ist tiberhaupt, im Vergleich zur Acetessig- 
sdure, eine ziemlich stabile Verbindung. Bei Siedetemperatur 
jedoch wird sie in stark saurer Lésung allmahlich zu Acet- 
essigsiure oxydiert, die unmittelbar zu einem beachtenswerten 
Teile in Aceton und Kohlendioxyd zerfallt. Bei Erhitzung 
mit Permanganat in schwach saurer-alkalischer Lésung bleibt, 
wie bereits friiher erwahnt, die Acetonbildung ganz und gar 
aus. Das Resultat wird jedoch auch hier eine bedeutende 
Oxalsiurebildung. 

In neutraler-alkalischer Lésung werden Oxalate bei Zim- 
mertemperatur nicht in nennenswertem Grade von Perman- 
ganat angegriffen, was jedoch bei Siedetemperatur der Fall 
zu sein scheint. Allerdings verlauft die Reaktion ziemlich 
trige. Bei gewissen unten angefiihrten Versuchsbedingungen 
diirfte der Verlust an Oxalsiure bei Siedetemperatur sich auf 
25—30°/, beschrinken. Zieht man diesen Verlust mit in 
Rechnung, so erscheint es héchst wahrscheinlich, daf die 
8-Oxybuttersiure bei Erhitzung mit Permanganat in neutraler- 
schwach alkalischer Lésung quantitativ in Essigsiure und 
Oxalséure zerfillt, da die letztgenannte dann auch vom vor- 
handenen Permanganat angegriffen wird. Dafi als Zwischen- 
produkt bei der Oxydation der $-Oxybuttersiiure in erster 
Linie Acetessigsiure gebildet wird, liegt klar zutage. 

Die $-Oxybuttersiure wurde friiher im allgemeinen als 
die Muttersubstanz der Acetonkérper betrachtet, in neuerer 
Zeit gemachte Beobachtungen sprechen aber dafiir, daf} dies 
nicht mit Notwendigkeit der Fall zu sein braucht. Es ist zwar 
mit voller Sicherheit bewiesen, daB die $-Oxybuttersiure im 
Organismus zu Acetessigsiure resp. Aceton aufoxydiert wer- 
den kann, die quantitative Bedeutung dieser Oxydation ist 
jedoch ohne Zweifel tiberschitzt worden. In den Resultaten 
iibereinstimmende Untersuchungen — Injektions-, Perfusions- 
und Digestionsversuche — von Blum’), Friedmann und 





1) Blum, Miinch. med. Wochenschr. Bd. 57, S. 683 (1910). 
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Maase?), Dakin’), Wakeman und Dakin®), Marriott* und 
Wilder®) machen es im héchsten Grade wahrscheinlich, dafi 
die entgegengesetzte Reaktion, und zwar eine Reduktion der 
Acetessigsiure zu $-Oxybuttersiure, die quantitativ bedeu- 
tungsvollste ist. In hohem Grade reaktionsfihig, ist die 
Acetessigsiiure teils infolge der ketisierenden Wirkung der 
Proteinsubstanzen einem sehr schnellen Zerfall in Aceton und 
teils einer asymmetrischen Reduktion zu B-Oxybuttersiure unter- 
worfen. Parallel mit dieser Reduktion lift sich nach der 
bekannten Cannizzaroschen Reaktion auch eine Oxydation 
denken. Die Méglichkeit einer Oxalsiurebildung innerhalb 
des Organismus als Resultat dieser Reaktion scheint mir im 
Hinblick auf die angefiihrten Permanganatversuche nicht aus- 
geschlossen. Mit Hinsicht auf die Unverbrennbarkeit oder 
mindestens Schwerverbrennbarkeit der Oxalsiure im tierischen 
Organismus sollten wir uns eine Erhéhung der endogenen 
Oxalsiurebildung bei diabetischer Acidose iiber das Normale 
hinaus erwarten. Eine solche Erhéhung scheint jedoch nur 
in Ausnahmefillen nachgewiesen zu sein. Eine systematische 
Untersuchung der Absonderung der endogen gebildeten Oxal- 
siure bei schwereren Diabetesfillen hat mir von Interesse 
geschienen und ist in Angriff genommen. 


Beleganalysen. 


Die bei diesen Versuchen verwendete Na-Acetacetatlésung 
wurde durch kalte Verseifung von chemisch reinem Athylester 
und darauffolgende Vakuumbehandlung der mit Salzséure neu- 
tralisierten Lésung bereitet. 





1) Friedmann und C. Maase, Bioch. Zeitschr. Bd, 27, S. 474 
(1910). 

*) Dakin, Journ. of biol. chem. Bd. 8, S. 98 (1910—11). 

3) Wakeman und Dakin, Journ, of biol. chem. Bd. 8, S. 105 
(1910—11). 

*) Marriott, Journ. of biol. chem. Bd. 18, 8. 241 (1914). 
5) Wilder, Journ. of biol. chem. Bd. 31, S. 59 (1917). 
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Qualitative Proben. 


1. 25 ccm Na-Acetacetat (3,4°/oige Saéure) + 100 ccm 
5%ige KMnO, wurden bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
lang stehen gelassen, der Uberschuf an Permanganat durch 


vorsichtigen Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd ausgefallt und 
die Mischung hierauf filtriert. 


Filtrat: 
Mangan = 0 (3), 
H, O, = O (CrQ,), 
Acetessigsiiure = O (FeC),), 
Oxalsiure = + (CaCl, + CH, COOH), 
Essigsiure = + (C,H,OH + H,SO,), 


Glyoxylsiure = O (H,SO, + Pepton). 


2. 25 ccm Na-Acetacetat + 100 cem 2% ige KMnOs wur- 
den bei Zimmertemperatur 2,5 Stunden stehen gelassen. Das 
Filtrat wich, was seine Eigenschaften betrifft, nur darin von 
Probe Nr. 1 ab, dafi es eine schwache positive Reaktion fiir 
ungespaltenes Acetacetat gab, und daf} auch die Glyoxyl- 
siureprobe positiv ausfiel, wenn auch nur schwach. 

3. 25 ccm Na-Acetacetat + 100 cem n/10 KMnO, wur- 
den bei Zimmertemperatur 20 Minuten stehen gelassen. Das 
Filtrat gab eine deutliche Acetacetatreaktion, eine schwache 
Reaktion auf Oxalsiure, doch eine kraftige auf Glyoxylsiure. 

Bei direkter Untersuchung des Na-Acetacetates auf Gly- 
oxylsiure fiel das Resultat negativ aus. Dasselbe war der 
Fall mit 0,5 g Na-Acetat, das nach Probe Nr. 3 mit Per- 
manganat behandelt wurde. 


Quantitative Proben. 
Versuch mit Oxalat. 


1. 0,25 g Ammoniumoxalat[C, O,(NH,), + H,0]+ 100 ccm 
1,25°%/oige KMnO, wurden 15 Minuten lang bis zum Sieden 
erhitzt, abgekiihlt, mit 10 ccm 25°/oiger NaOH versetzt, durch 
Einleitung von SO, entfirbt und mit Essigsiure angesiuert, 
worauf dann das SO, durch Kochen entfernt wurde. Die 
Lisung wurde schlieflich mit CaCl, gefallt und die Fallung 
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nach 24 Stunden aufgesammelt, mit destilliertem Wasser ge- 
waschen und mit Permanganat in schwefelsaurer Lésung 
titriert: 
27,5 ccm n/10 K MnO, [1 com n/10 K MnO, —0,0071 g C,0,(NH,), + H,0] 
= 0,195 g Oxalat = 78°/, Ausbeute. 
2. Wie vorstehend: 
27,1 ccm n/10 K MnO, = 0,192 g = 76,8°/, Ausbeute. 
3. 0,25 g Ammoniumoxalat + 100 eem 1,25°%/.ige KMn0O, 
bei Zimmertemperatur 3 Tage usw.: 
33 com n/10 K MnO, = 0,234 g = 94°/, Ausbeute. 


4. Wie vorstehend : 
33,4 ccm n/10 K MnO, = 0,27 g = 94,8°/, Ausheute. 
5. 0,25 g Ammoniumoxalat + 25 cem 5°/oige KMnO, bei 
Zimmertemperatur 2 Stunden usw.: 
33,6 com n/10 K MnO, = 0,239 g = 95,6°/, Ausbeute. 


Versuche mit Acetacetat. 


5 ccm Na-Acetacetat: Blasen nach Folin’): 
9,2 ccm n/10 J (freies Aceton). 
Destillation: 
105,5 cem n/10 J (Na-Acetacetat als Saéure 105,5 — 9,2 = 96,3 - 0,0017 
= 0,1637 = 8,27°,). 
5 ccm Na-Acetacetat + 12,5 cem 5°/oige KMnO, unmit- 
telbar 30 Minuten nach Folin geblasen: 
9,2 ccm n/10 J. 


Dieser Wert fiir das in der Lésung befindliche freie 
Aceton stimmt folglich mit dem urspriinglichen iiberein. Die 
vorhandene Acetessigsiure wird daher wiihrend dieser Zeit 
nicht vom Permanganat unter Acetonbildung beeinfluBt. Daf 
das Verhiltnis auch bei Siedetemperatur dasselbe ist, habe 
ich in einer friiheren Arbeit gezeigt’). 

1. 10 ccm Na-Acetacetat (0,327 g Siéure) + 100 ccm 
1,25 °/oige KMnO, wurden 15 Minuten lang gekocht und auf 


1) Folin, Journ. of biol. chem. Bd. 3, S. 177 (1907). 
*) Engfeldt, Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 93 (1917). 


Sate gine siete ithe fiesta 








186 N. O. Engfeldt, Uber die Oxydation der Acetessigsiure. 


die oben bei den Versuchen mit Oxalat beschriebene Weise 
behandelt : 
28,5 com n/10 KMn0O, (1 ccm n/10 K MnO, = 0,0051 g Acetessig- 
siiure) = 0,247 g = 75,6°/, Ausbeute. 
2. 10 ccm Na-Acetacetat + 25 ccm 5°/oige KMn0O, bei 
Zimmertemperatur 2 Stunden: 
60 ccm n/10 K MnO, = 0,306 g = 93,5°/, Ausheute. 
3. Wie vorstehend: 
61,7 ccm n/10 K MnO, = 0,315 g = 96,3°/, Ausbeute. 


Versuch mit $-Oxybutyrat. 

1. 0,80 g Ca-Zn-G-Oxybutyrat (0,24 g Saure) + 100 cem 
2°/oige KMnO, wurden 30 Minuten lang bis zum Sieden er- 
hitzt, abgekiihlt und wie oben behandelt: 

35 com n/10 K MnO, (1 cem n/10 K MnO, = 0,0052 g 8-Oxybutter- 

siure) = 0,182 g = 76°/, Ausbeute. 

2. 0,25 g Ca-Zn-8-Oxybutyrat (0,20 g Siéure) + 100 ccm 
2°%sige KMnO, wurden 30 Minuten lang bis zum Sieden er- 
hitzt, abgekiihlt und wie oben behandelt: 

29 ccm n/10 K MnO, = 0,151 g = 75,5°/, Ausbeute. 

















Fixperimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
X. Mitteilung. 


Die Desamidierung der Triphosphonucleinsiure. 
Von 


S. J. Thannhauser und P. Sachs. 





Aus der II. med. Klinik (F. Miiller) Miinchen. 
(Der Redaktion zugegangen am 7, Dezember 1920.) 


Als Triphosphonucleinséure wurde von dem einen von 
uns und G. Dorfmiiller ein Spaltstiick der Hefenucleinsdure 
beschrieben, das durch milde ammoniakalische Hydrolyse aus 
der Hefenucleinsiure entsteht. Das Molekiil der Triphospho- 
nucleinsiure ist aus drei Mononucleotiden (Guanosin-, Adenosin-, 
Cytidinphosphorsiiure) aufgebaut, die aufier durch Phosphor- 
siureanhydridbindungen noch durch intramolekulare Bindungen, 
wahrscheinlich von Kohlehydrat zu Kohlehydrat, zusammen- 
gehalten werden. Bei der milden ammoniakalischen Hydrolyse 
werden aus dem Polynucleotidmolekiil der Hefenucleinsiure 
neben der Triphosphonucleinsiure auch Mononucleotide ab- 
gespalten. In der Hydrolysenfliissigkeit konnten in gréferer 
Menge Uridinphosphorséure’), in kleiner Menge Adenosin- 
phosphorsiiure?) und neuerdings auch Guanosin- und Cytidin- 
phosphorsiiure*) als Mononucleotide aufgefunden werden. Es 
sind daher Zweifel*) aufgetaucht, ob die mit 6 Molekiilen 
Brucin kristallisierende 6basische Triphosphonucleinsaure als 


1) §. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr. Bd. 95, 
$. 259; Bd. 100, S. 121. 

2) §. J. Thannhauser, Diese Zeitschr. Bd. 107, 8. 157. 

3) P. A, Levene, Journ. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 171, cit. nach 
C Ill. S. 668 (1920); Bd. 39, S. 77, cit. nach C III. S, 669 (1920), 

*) P. A. Levene, Journ. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 415, C III. 
S. 717 (1920). 
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chemisches Individuum anzusprechen sel, oder ob sie ein Ge- 
misch verschiedener Mononucleotide darstelle. Gegen eine 
solche Annahme spricht bereits der experimentelle Befund, 
dai nach der milden ammoniakalischen Hydrolyse der Hefe- 
nucleinsaiure aufer der Uridinphosphorsiure nur geringe Mengen 
der anderen Mononucleotide isoliert werden konnten. 

Um nun diesen Einwand gegen die Einheitlichkeit der 
Triphosphonucleinsiure aufzukliren, haben wir einerseits die 
aus dem mehrfach umkristallisierten Brucinsalz gewonnene 
Triphosphonucleinséiure, anderseits das bei der milden am- 
moniakalischen Hydrolyse entstehende Gemisch von Triphos- 
phonucleinsiure und Mononucleotiden desamidiert. Ist die 
Triphosphonucleinsiure wirklich ein einheitlicher chemischer 
Kérper, so muf} bei diesem Vorgehen aus dem durch die 
Hydrolyse entstehenden Saiuregemisch nach der Desamisierung 
die gleiche Substanz zu isolieren sein, die bei der Desamidie- 
rung der reinen Triphosphonucleinsiiure entsteht. Es ist uns 
gelungen, die gleiche Substanz, die einer Desaminotriphospho- 
nucleinséure C,,H,,N,,0,,P, entspricht, sowohl durch Des- 
amisierung der aus dem kristallisierten Brucinsalz hergestellten 
Triphosphonucleinséure C,,H,,N,,0,,P3;, wie auch durch Des- 
amidierung des bei der ammoniakalischen Hydrolyse entstehen- 
den Siuregemisches als kristallisiertes Brucinsalz darzustellen 
und zu analysieren. Durch diesen experimentellen Befund 
diirfte die Triphosphonucleinsiure als einheitliches chemisches 
Individuum abermals charakterisiert sein. 

Wir haben Versuche ausgefiihrt, die kristallisierte Adenosin- 
phosphorsiure auf die gleiche Art wie die Triphosphonuclein- 
siure zu desamidieren und auf diese Weise zu der Hypoxan- 
thosinphosphorsiure (Inosinsiure) zu gelangen. Wiahrend das 
Molekiil der Triphosphonucleinsiiure den Desamisierungsprozef 
in saurer Liésung aushalt und nicht auseinanderfallt, gelingt 
die Desamidierung der Adenosinphosphorséure in saurer Lé- 
sung nicht, ohne gleichzeitig das Mononucleotidmolekil zu 
hydrolysieren. 

Hinsichtlich des Aufbaues des grofen Polynucleotid- 
molekiiles der Hefenucleinsiiure haben wir die Auffassung ver- 
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treten, dafs die Hefenucleinsiure aus Triphosphonucleinsiure 
und Uridinphosphorsaéure aufgebaut sei, wobei die Triphospho- 
nucleinsdure noch durch intramolekulare Bindungen zusammen- 
gehalten wird und die Uridinphosphorsiéure lediglich durch 
Phosphorséureanhydridbindungen im grofen Molekiil nach fol- 
gendem Schema verankert ist. 
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Nachdem aber nunmehr aufier der Uridinphosphorsiure 
noch andere Mononucleotide in der ammoniakalischen Hydrolyse- 
fliissigkeit gefunden wurden, ist anzunehmen, daf} sowohl Gu- 
anosinphosphorsiure wie auch Adenosin- und Cytidinphosphor- 
siure nicht nur in der intramolekular verketteten Triphospho- 
nucleinsiure im Hefenucleinsiuremolekiil praformiert sind, 
sondern daf} diese Siuren in kleinerer Menge mit der Uridin- 
phosphorsadure alternieren, auch als Mononucleotide im ‘grofen 
Molekiil vorkommen und wechselseitig mit der Uridinphosphor- 
siure die Triphosphonucleinsiure durch Phosphorsiureanhydrit- 
bindung zum grofen Molekiil zusammenhalten'). Diese Vor- 





1) Bei der Darstellung der Pankreasnucleinsiiure wurde neben dem 
Polynucleotid auch ein Mononucleotid (Guanosinphosphorsiure) gefunden. 
(Bang, Feulgen.) Aus diesem Befunde konnte man auf dhnliche Bin- 
dungsverhiltnisse auch in tierischen Nucleinsiuren schliefen. 
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stellung ist an dem obenstehenden Modell verstindlich, wenn 
man an Stelle der Uridinphosphorsiiure abwechselnd ein anderes 
Mononucleotid treten lift. 


Experimenteller Teil. 


1. Desamidierung der durch milde ammoniakalische Hydrolyse der Hefe- 
nucleinsiure entstandenen Rohsiure. (Gemisch von Triphosphonuclein- 
siure und Mononucleotiden.) 


30 g Rohsaéure (Darstellung nach Thannhauser und 
Dorfmiiller’)) werden in 150 ccm kaltem Wasser gelést und 
mit 12 cem Eisessig angesiuert. Unter Hiskiihlung wird eine 
Lésung von 12 g Natriumnitrit in ca. 50 ccm Wasser gelist 
zugegeben. Das Reaktionsgemisch lift man 20 Stunden im 
Eisschrank stehen oder man gibt in der gleichen Zeit die 
Nitritlisung langsam unter Riihren zu. Die Loésung wird 
dann mit Bikarbonat neutralisiert, mit 200 ccm Bleiessig 
(D. A. B.) in der Hitze gefallt. (Man kann auch nach dem 
EKinengen im Vakuum mit ca. 3 1 Alkohol fallen und den so 
entstandenen Niederschlag mit Bleiessig behandeln.) Der Blei- 
niederschlag wird mit Schwefelwasserstoff behandelt, vom 
Bleisulfid abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. 
Sollten beim Einengen geringe Mengen eines flockigen Nieder- 
schlages ausfallen, so wird davon abfiltriert. Das Filtrat wird 
bis zur Sirupkonsistenz im Vakuum eingedickt mit absolutem 
Alkohol so lange versetzt, bis kein Niederschlag mehr ent- 
steht. Der Niederschlag wird mehrmals mit absolutem Alkohol 
und Ather auf einer Nutsche gewaschen und getrocknet (16 g). 
Man lést die Gesamtmenge in der 11fachen Menge (180 ccm) 
heiBem Wasser und gibt 33 g Brucin in 66 ccm heifem 
96°/oigen Alkohol gelést hinzu. Das zwischen 100—42° aus- 
fallende Kristallisat wird abfiltriert und das Filtrat der wei- 
teren Kristallisation bei Zimmertemperatur iiberlassen. Nach 
dem Behandeln des ersten Kristallisates (100—42°) mit Chloro- 
form (Entfernung evtl. ausgefallenen Brucins) wird es mit 





1) §, J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr. Bd. 100, 
S. 121. 
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750 ccm Wasser ausgekocht. Der hierbei hinterbleibende Riick- 
stand erwies sich nach seinem Schmelzpunkt und seiner Schwer- 
léslichkeit in Wasser als Uridinphosphorsiure. Aus der wif- 
rigen Lésung kristallisiert beim Abkiihlen ein Brucinsalz, das 
nach mehrmaligem Umkristallisieren den Schmelzpunkt 189/90° 
beibehalt (Brucinsalz I). Aus der Mutterlauge von Brucin- i 
salz I fallt nach weiterem Abkiihlen ein Brucinsalz aus, das ve 
nach wiederholtem Umkristallisieren den Schmelzpunkt 194/95 ° - 
zeigt (Brucinsalz II). Die Analysen ergeben, daB Brucinsalz I " 
und II identisch sind und mit den fiir eine Desaminotriphospho- ie 
nucleinsiure berechneten Zahlen iibereinstimmen. Ne 


S.P.188/89° 0,1533 g Subst., 0,3365 g CO,, 0,0843 g H,O 

0,1425 gst, 11,3 cem N Temp. 13° B 750 mm 
S.P.194/95° 0,1490 gs, 0,3271 g CO,, 90,0793 g H,O 

0.1419 g_ , 11,4 ccm N Temp. 12° B 757 mm 





Berechnet fiir C.,H,;N,,0,,P,(C.;H.,N.O,), 


Ber.: C 59,57 H_ 5,67 N 9,16 
I. 59,86 6,15 9,32 
II. 59,87 5,95 9,56 


Beim Stehen der Mutterlauge des bei 100—42 ausfallen- 
den Kristallisates fallt noch weiteres Brucinsalz aus, das ein 
Gemisch des Brucinsalzes der Desaminotriphosphonucleinsiure 
und wahrscheinlich von Brucinsalzen desamidierter Mono- 
nucleotide sein diirfte. Dieses Brucinsalzgemisch soll noch 
weiter untersucht werden. 


2. Desamidierung der reinen Triphosphonucleinsiure. 


50 g Triphosphonucleinsiurebrucinsalz, Schmelzpunkt 205°, 
werden nach der friiher gegebenen Vorschrift mit Ammoniak 
zersetzt und iiber das Bleisalz die freie Saéure hergestellt. 
Die Desamidierung wird nach der obenstehenden Vorschrift 
ausgefiihrt. Die desamidierte Saéure wird, wie oben angegeben, 
iiber das Bleisalz gereinigt, das Filtrat des Bleisulfids wird, 
zum Sirup eingeengt, mit der entsprechenden Menge heifien 
Wassers aufgenommen und mit 24 g Brucin in 50 cem heifiem 
Alkohol versetzt. Das ausfallende Brucinsalz zeigt nach mehr- 


